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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HIDROLIZE VISNE CEKIRDEGI ICI PROTEIN KONSANTRELERININ BAZI
KIMYASAL VE FONKSIYONEL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Ali Cing6z

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Metin YILDIRIM

Bu c¢alismada, visne ¢ekirdegi igi protein konsantresinin Alcalase 2.4L enzimi ile farkli
diizeylerde hidrolize edilmesiyle hazirlanan protein hidrolizatlarinin bazi kimyasal ve
fonksiyonel nitelikleri incelenmistir.

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi Alcalase enzimi ile 55°C’de ve pH 8,0°de %05,
%10 ve %15 diizeylerinde hidrolize edilmistir. Hazirlanan hidrolizatlarin bazi kimyasal
nitelikleri ile sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) analizi
gerceklestirilmistir. Ayrica protein ¢Ozilinlirliigii, su tutma kapasitesi, yag tutma
kapasitesi, minimum jel olusturan konsantrasyonu, emiilsiyon aktivite indeksi,
emiilsiyon stabilite indeksi, kopiik kapasitesi ve kopiik stabilitesi de belirlenmistir.

Protein konsantresinden hazirlanan hidrolizatlar %93,8-94,9 kurumadde, %10,0-10,5
toplam karbonhidrat, %2,5-3,1 yag, %70,1-73,9 protein ve %7,8-10,0 kiil igermistir.
Alcalase enzimi ile hidroliz, protein ¢6ziiniirliigiinii incelenen pH 1,0-12,0 degerlerinde
arttirmistir. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin su tutma kapasiteleri 2,03-2,84 g
su/g ornek ve yag tutma kapasiteleri 1,64-1,76 g yag/g Ornek arasinda degisim
gostermistir. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin kopiik kapasiteleri %17,5-25,0,
kopiik stabiliteleri (30 dakika sonraki) %14,1-85,4, emiilsiyon aktivite indeksleri 21,45-
29,62 m%/g ve emiilsiyon stabilite indeksleri 55,00-177,22 dakika araliginda degismistir.
Protein konsantresinin minimum jel olusturan konsantrasyon degeri hidrolizasyon
sonucunda %10’dan %11°e yiikselmistir. Protein konsantresinin farkli diizeylerde
hidrolizasyona maruz birakilmas1 elektroforetogramda yaklasik ayni protein bantlarina
yol acmustir. Alcalase enzimi ile hidrolize edilen protein konsantresinin protein
¢ozlinlirliiglinlin iyilestigi, ancak emiilsifikasyon, kdpiirme, su tutma, yag tutma ve jel
olusturma 6zelliklerinde 6nemli bir gelismenin saglanamadig: tespit edilmistir.

2012, 52 sayfa

Anahtar Kelimeler: Visne c¢ekirdegi ici proteini konsantresi, Alcalase, hidroliz,
fonksiyonel 6zellikler.



ABSTRACT

Masters Thesis

INVESTIGATION OF SOME CHEMICAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF
HYDROLYZED SOUR CHERRY KERNEL PROTEIN CONCENTRATE

Ali Cing6z

Gaziosmanpaga University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Metin YILDIRIM

In this study, some chemical and functional properties of protein hydrolysates prepared
from sour cherry kernel protein concentrates using Alcalase 2.4L with different degrees
of hydrolysis were investigated.

Sour cherry kernel protein concentrate was hydrolyzed by Alcalase at 55°C and pH 8,0
to a degree of hydrolysis of 5%, 10% or 15%. Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gel electrophoresis and some chemical analyses of the resulting hydrolysates were
performed. In addition, solubility, water holding capacity, oil holding capacity,
emulsifying activity index, emulsifying stability index, foaming capacity, foaming
stability and the least gelling concentration of the hydrolysates were investigated.

The hydrolysates contained 93.8-94.9% dry matter, 10.0-10.5% total carbohydrate, 2.5-
3.1% fat, 70.1-73.9% protein, and 7.8-10.0% ash. Hydrolysis of protein concentrate by
Alcalase increased the protein solubility at pH 1.0-12.0. Water and oil holding
capacities of protein concentrate and hydrolysates were in the range of 2.03 g water/g to
2.84 g water/g and of 1.64 g oil/g to 1.76 g oil/g, respectively. The protein concentrate
and hydrolysates had foaming capacities ranged between 17.5% and 25.0%, foaming
stabilities (after 30 minutes) ranged between 14.1% and 85.4%, emulsion activity
indices ranged between 21.45 m?/g and 29.62 m?/g, and emulsion stability indices
ranged between 55.00 minutes and 177.22 minutes. After hydrolyzation, the least
gelling concentration of the protein concentrate increased form 10% to 11%.
Hydrolysates with different degrees of hydrolysis showed almost similar protein bands
on the electrophoretogram. Hydrolysis of protein concentrate with Alcalase improved
protein solubility. However, no improvement was obtained in water holding capacity,
oil holding capacity, emulsifying activity index, emulsifying stability index, foaming
capacity, foaming stability and the least gelling concentration by hydrolysis.

2012, 52 pages

Keywords: Sour cherry kernel protein concentrate, Alcalase, hydrolysis, functional
properties
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1. GIRIS

Gida islemenin degisik asamalarinda gesitli kati veya sivi atiklar agiga ¢ikmaktadir.
Kabuk, posa ve g¢ekirdek meyve isleme tesislerinde en fazla karsilagilan atiklardir.
Cevre kirliligi ve gida yetersizligi gibi kaygilar, atiklarin ekonomik ve giivenli bir
sekilde geri doniisiimiinii saglayacak yontemlerin gelistirilmesi ihtiyacin1  da
beraberinde getirmektedir (Kamel ve Kakuda, 1992). Giinlimiizde bu atiklar; hayvan
yemi olarak kullanma, fermantasyon yoluyla tek hiicre proteinine doniistiirme, biyo-
yakit liretme gibi degisik uygulamalar ile degerlendirilmeye calisilmaktadir (Kamel ve

Kakuda, 1992; Duman ve ark., 2011).

Visne, giilgiller (Rosaceae) familyasinin bir iiyesi olan visne agacindan (Prunus cerasus
L.) elde edilen, eksi tada sahip bir meyvedir. Sofraliktan daha ¢ok meyve suyu, surup,
recel, marmelat, komposto ve likdr gibi {irlinlere islenerek degerlendirilmektedir. Bu
nedenle de 6nemli miktarlarda ¢ekirdek atig1 agiga ¢ikmaktadir. Kiraz daha ¢ok sofralik
olarak kullanildigindan toplu miktarlarda 6nemli Olclide kiraz cekirdegi atig1 acgiga
c¢ikmamaktadir (Iezzoni, 2008). Bu ylizden tiiketim sonucunda ortaya cikan kiraz
cekirdeginin degerlendirilmesinde toplama islemi O6nemli bir engel olusturmaktadir

(Kamel ve Kakuda, 1992).

Bes-yedi metreye kadar boylanabilen visne agaglarimin anayurdu Anadolu ve
Balkanlar’dir. Dort yasindayken meyve vermeye baslayan ve 40-50 yil yasayan visne
agacinin ekonomik omrii 15-20 yil ile sinirhidir. Yuvarlak tagh ve kiraza gore daha
calims1 gorliniisliidiir. Govdesi kirmizimtirak, gri benekli, donuk ya da parlak renkli
olup cicekleri beyaz renklidir. Temmuz ay1 ortalarinda olgunlasmaya baslayan
meyveleri, kirazdan biraz basik¢adir. Olgun visneler, bol sulu ve siyaha yakin kirmizi
renklidir (Anonim, 2011a).

Visne yetistiriciligi Tirkiye’nin biitiin bolgelerine yayillmis olmakla beraber, ticari
yetistiricilik uygun iklim kosullarina sahip smirli alanlar icerisinde yapilmaktadir.
Afyon, Kiitahya, Ankara, Isparta, Tokat ve Amasya visne iretilen baslica illerimizdir

(Anonim, 2011b). 2009 yil1 verilerine gore iilkemiz, yillik 417 694 tonluk visne tiretimi



ile diinyada birinci sirada yer almaktadir (Anonim, 2011c). Uretimimizin bu kadar

yiiksek olmasi ¢ekirdek atiginin da fazla olmasi sonucunu dogurmaktadir.

Visne ve kayist gibi “Purunus” cinsinde yer alan meyvelere ait c¢ekirdeklerin, insan
beslenmesinde kullanilabilir protein ve yag kaynagi olabilecekleri belirtilmistir.
Vigne/kiraz meyvesinin %6,3’liik kismin1 ¢ekirdek, ¢ekirdegin de %26,6’lik kismini
cekirdek i¢i olusturmaktadir. Visne/kiraz ¢ekirdeginin 9%6,2 protein, %181
karbonhidrat, %14,5 yag, %60,0 1if ve %1,2 mineral madde icerdigi saptanmistir.
Yiiksek oranda protein (yagsiz kisminda %31,7, %N x 5,3) ve yag (%41,9) icermesi
nedeniyle c¢ekirdek i¢inin insan beslenmesinde kullanilacak protein ve yag
ekstraksiyonu i¢in avantajli olacagi belirtilmistir. Aminoasit analizi, visne/kiraz
¢ekirdegi proteininin metionin aminoasidi agisindan fakir oldugunu gostermistir (Kamel

ve Kakuda, 1992).

Bir gidanin tiiketici agisindan onem tasiyan fonksiyonel 6zellikleri, gidanin besleyici
degerinin disinda kalan diger niteliklerinin tiimiidiir. Tiiketici tercihlerini etkileyen bu
nitelikler sirasiyla tekstiir, tat-koku, renk ve goriiniistiir. Fonksiyonel 6zellikler sadece
son {riiniin kalitesini belirlemek agisindan degil ayrica islenmis et ({irliniiniin
dilimlenmesi, biskiivi hamurunun makinelerle tasinabilmesi gibi iiretim agamalarinin
kolaylastirilmas1 ve yeni gida maddelerinin gelistirilmesi agilarindan da 6nemlidir
(Singh ve ark., 2008; Ogunwolu ve ark., 2009). Bu nedenlerle proteinler, tat-koku
maddelerini tasgima, kopiik, emiilsiyon, jel ve hamur olusturma gibi 6zellikleri ile

gidanin fonksiyonel niteliklerini etkileyen ve/veya belirleyen 6nemli bilesenlerdir.

Gida iiretiminde kullanilan proteinler kabaca hayvansal kaynakli (jelatin, kazein vb) ve
bitkisel kaynakli (soya, yer fistig1 vb) proteinler olmak {iizere iki grupta toplanabilir.
Birgok bitkisel kaynakli protein, insan beslenmesinde diisiik maliyetli protein kaynag:
olarak ilgi ¢ekmektedir (Ogunwolu ve ark., 2009). Gelecekte protein kaynaklarinda
yetersizlik olacagi kaygisiyla 1950’11 yillardan itibaren yeni alternatif protein kaynaklar
bulmak amaciyla yogun caligmalar yapilmistir. Bu amacgla maya, kiif, bakteri ve

mikroalg gibi canlilardan protein iiretme yollar1 arastirilmistir (Becker, 2007).



Visne c¢ekirdeginden proteinlerin izole edilmesi ve izole edilen proteince zengin
triinlerin  fonksiyonel niteliklerinin  belirlenmesine yonelik tek bir caligmaya
rastlanilmistir (Gedik, 2011). Bu ¢alisma sonucunda elde edilen visne ¢ekirdegi protein
konsantresinin fonksiyonel niteliklerinin degisik yontemlerle gelistirilmesine ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir. Proteinlerin fonksiyonel nitelikleri kimyasal veya enzimatik
yontemlerle iyilestirilebilir. Enzimler daha 1limh sartlarda c¢alistiklarindan proteinlerin
fonksiyonel niteliklerinin iyilestirilmesinde Oncelikli olarak tercih edilmektedirler
(Kristinsson ve Rasco, 2000). Proteolitik enzimler, besin degerinde herhangi bir kayip
olusturmaksizin kontrollii sartlarda proteinlerin hidrolizini gerceklestirerek fonksiyonel
ozelliklerin geligsmesini saglayabilirler. Enzimatik hidroliz sonucunda proteinlerin
molekiil boyutu, hidrofobik ve hidrofilik o6zelikleri etkilenir. Protein hidrolizatinin
karakteristikleri direkt olarak fonksiyonel ozellikleri ve gidalardaki kullanim seklini
belirler (Panyam ve Kilara, 1996; Kristinsson ve Rasco, 2000). Hidroliz derecesi
arttikca ¢ozlinebilirlik de artmaktadir (Gbogouri ve ark., 2004). Hidroliz derecesi ayrica
emiilsifikasyon ve kopiirme gibi diger fonksiyonel nitelikleri de etkilemektedir
(Kristinsson ve Rasco, 2000; Gbogouri ve ark., 2004). Ancak yiiksek hidroliz dereceleri
fonksiyonel 6zellikleri ¢ok olumsuz etkileyebilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000).
Hidrolize proteinlerin diyet gidalari, alerjik olmayan bebek mamalari, sporcu icecekleri

gibi ¢ok genis bir uygulama alani bulunmaktadir (Clemente, 2000).

Novozymes A/S (Bagsvaerd, Danimarka) tarafindan satisa sunulan Alcalase 2.4L%,
Bacillus licheniformis tarafindan iiretilmektedir. Spesifik olmayan bir serin proteazdir
ve optimum c¢aligma pH’s1 6,5-8,5 araligindadir. Endopeptitaz olan Alcalase bir¢ok
proteinin fonksiyonel niteliklerinin iyilestirilmesinde kullanilmistir (Vioque ve ark.,
2000; Klompong ve ark., 2008).

Yapilan kaynak taramalarinda vigne ¢ekirdegi i¢i proteinlerinin hidrolize edilmesini ve
olusan {rlinlerin 6zelliklerinin incelenmesini konu alan herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle gergeklestirilen bu calismada Alcalase enzimi ile farkl
diizeylerde hidrolize edilen visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantrelerinin fonksiyonel

nitelikleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Vigne c¢ekirdegi ve c¢ekirdek i¢inin bilesimini konu alan sinirli sayida kaynak
bulunmaktadir. Visne cekirdegi proteinlerinin hidrolizi konusunda ise herhangi bir
literatiire rastlanmamistir. Bu nedenle konu ile dogrudan ilgili olup ulasilabilen

kaynaklar sinirh kalmistir.

2.1. Visne Meyve ve Cekirdeklerinin Ozellikleri

2.1.1. Visne Meyvesi

Visne, Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi besin maddeleri agisindan oldukga zengin bir
meyvedir (lezzoni, 2008). Sanayide kullanilan birkag ¢esit diginda {iiretilen kirazin
hemen hepsi taze olarak tiiketilmektedir ve bu nedenle ortaya ¢ikan c¢ekirdegin
degerlendirilmesinde toplama islemi Onemli bir engel olusturmaktadir (Kamel ve
Kakuda, 1992). Visne ise meyve suyu randimaninin (%70-75) ve toplam asitliginin
(%3, sitrik asit cinsinden) yiiksek olmasi nedeniyle, meyve suyu olarak islenmeye g¢ok
uygundur (Anonim, 2011d). Ayrica visne dondurularak, kurutularak, konserve ve regele
islenerek de degerlendirilebilmektedir (lezzoni, 2008; Anonim, 2011d).

Visnenin 6nemli diizeyde polifenolik maddeler (antosiyaninler ve diger flavonoidler) ile
melatonin alkaloidini icermesi onun saglik agisindan 6nemli bir meyve olduguna isaret
etmektedir (Kirakosyan ve ark., 2009). Visnede bulunan antosiyaninlerin antioksidan ve
iltihap onleyici oldugu (Wang ve ark. 1999), insan ve hayvan hiicrelerinde timor
gelisimini durdurdugu goézlenmistir (Kang ve ark., 2003). Ayrica vigne sahip oldugu
antioksidanlar sayesinde, damarlarda plak olusumunu engelleyerek kalp hastaliklarina
kars1 da koruyucu etki saglayabilmektedir (Wang ve ark., 1999; Jayaprakasam ve ark.,
2005).

Visne c¢ekirdegi i¢inin de fenolik maddelerce zengin oldugu belirlenmistir. Visne

cekirdegi icinin yag1 hekzan ile uzaklastirildiktan sonra geriye kalan ekstraktin %2-4



siyanid, %1-3 polifenol, %1-4 flavonoid, %1-2 proantosiyanidin ve antosiyanidin, %1
trans resveratrol ve %1 Kkatesin gibi biyoaktif bilesikler icerdigi bildirilmistir. Bu
ekstraktin farelerin beslenmesinde 14 giin silireyle kullanilmasi (10-30 mg/kg giin),
farelerden uzaklastirilan kalplerin yeniden islev (kan akisi, basing olugturma) yapmasini

onemli 6l¢iide iyilestirdigi saptanmistir (Bak ve ark., 2006).

Visne/kiraz meyvesinin %6,3+1,3’likk kismini ¢ekirdegin; ¢ekirdegin de %26,6+9,7’lik

kismini ¢ekirdek iginin olusturdugu belirlenmistir (Kamel ve Kakuda, 1992).

Cizelge 2.1. Montmorency vigne ¢esidinin bilesimi (100 g meyvede)

Bilesen Deger

Protein (%) 1,11
Yag (%) 0,10
Toplam karbonhidrat (%) 10,00
Seker (%) 8,20

Friiktoz (%) 3,10

Glikoz (%) 5,10
Diyet lifi (%) 1,10

Cozinir lif (%) 0,66

Cozlinmez lif (%) 0,43
Kalsiyum (mg) 13,00
Demir (mg) 0,50
Fosfor (mg) 16,00
Potasyum (mg) 132,00
Sodyum (mg) 18,00
C vitamini (mg) 2,48
A vitamini (1U) 538,00

2.1.2. Visne Cekirdegi

Cesitli kaynaklarda visne ¢ekirdeginin insan beslenmesinde kullanilabilecegine dair
bilgiler bulunmaktadir. Cruess (1958) makarna hamurunda ve yag iiretiminde kayisi,
seftali ve visne/kiraz ¢ekirdek iclerinden yararlanildigini belirtmistir (Lazos, 1991). Bu
konuda Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan Beatrice Foods sirketi tarafindan 1974
yilinda patent alinmistir. Patent visne/kiraz g¢ekirdeginin ogiitiilerek insan tiiketimine

uygun bir un haline getirilmesine yoneliktir. Ayrica patentte ekmek yapiminda bugday



ununun %30 ’unun yerine visne/kiraz ¢ekirdegi unu kullanilabilecegi ve bu sekilde elde
edilen ekmegin hosa giden hafif bir badem lezzetine sahip oldugu da belirtilmistir
(Baudhuin, 1974). Lazos (1991) yaptig1 incelemeler sonucunda visne/kiraz ¢ekirdegi
Icinin besin maddeleri agisindan zengin oldugunu, firincilik ve sekerleme iiriinlerinde
protein kaynag1 seklinde kullanilabilecegini belirtmistir. Ayni arastirmaci visne/kiraz
cekirdegi icinden elde edilen yagin yemeklik yag olarak ve kozmetik tiriinlerinde badem
yaginin yerine kullanilabilecegini bildirmistir. Benzer sekilde Kamel ve Kakuda (1992)
da visne/Kiraz, kayis1 gibi “Purunus” cinsinde yer alan meyvelere ait ¢ekirdek iglerinin,

insan beslenmesinde kullanilabilir protein ve yag kaynagi olabileceklerini bildirmistir.

Weckel ve Lee (1960) tarafindan visne/kiraz ¢ekirdeginin bilesimini belirlemeye
yonelik yapilan ¢alisgmada g¢ekirdegin kurumaddesinde %7,6 (%N X 6,25) protein ve
%10,4 yag bulundugu saptanmistir (Kamel ve Kakuda, 1992).

Iran’da yetistirilen visne meyvelerine ait cekirdek iclerinin bilesiminin incelendigi bir
calismada, kurutulmus visne cekirdek iglerinin %20,5-33,2 arasinda degisen diizeylerde

yag icerdikleri tespit edilmistir (Farrohi ve Mehran, 1975).

Visne/kiraz c¢ekirdegi bilesimini belirlemeye yonelik olarak gerceklestirilen bir baska
calismada, ¢ekirdegin kurumaddesinde %6,2 (%N x 5,3) protein, %18,1 karbonhidrat,
%14,5 yag, %60,0 lif ve %1,2 mineral madde igerdigi saptanmistir. Kurutulmus
visne/kiraz c¢ekirdegi icinin ise %41 yag bulundurdugu, yagsiz kisimdaki protein
oraninin %31,7 (%N x 5,3) oldugu ve elzem aminoasitlerden metionince fakir oldugu

belirlenmistir (Kamel ve Kakuda, 1992).

Stiperkritik akigkan yontemiyle visne/kiraz ¢ekirdeginden yag ekstraksiyonu iizerinde
calisan Bernardo-Gil ve ark. (2001), kurutulmus visne/kiraz ¢ekirdeginin %89,1
kurumadde, %8,5 yag, % 10,3 protein, %57,2 lif ve  9%0,9 kil igerdigini

belirlemislerdir.

Tokat ilinde yetistirilen vigsne meyvelerine ait ¢ekirdek i¢lerinin bilesimini belirlemeye

yonelik olarak gerceklestirilen calismada, cekirdek iclerinin %95,35 kurumadde,



%32,21 (%N x 6,25) protein, %10,16 toplam karbonhidrat ve %34,75 yag icerdigi
saptanmustir (Gedik, 2011).

2.2. Proteinler ve Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozellikleri

2.2.1. Proteinler

Proteinlerin fonksiyonel oOzellikleri gida isleme ve firiin formiilasyonlarinda 6nem
tagimaktadir. Fonksiyonel ozelliklerden bazilari su ve yag tutma, emiilsiyon, kopiik ve
jel olusturmadir. Fonksiyonel oOzelliklerden hangisinin daha 6nemli oldugu protein
konsantresinin veya izolatinin kullanilacagi gida maddesine bagli olarak degisim
gosterir. Omegin yiiksek su ve yag tutma kapasitesi sosis, ekmek ve keklerde arzu
edilirken yiiksek emiilsifiye etme ve kopiik olusturma 6zellikleri salata soslari, sosisler,
corbalar, sekerlemeler, donmus tath ve kekler igin tercih edilen 6zelliklerdir (Kinsella,

1979; Ahmedna ve ark., 1999).

Proteinlerin farkli kosullardaki ¢6ziiniirliigii, emiilsiyon olusturma, kopiirme ve jellesme
gibi diger fonksiyonel 6zelliklerini énemli diizeyde etkilemesi nedeniyle proteinlerin
onemli fonksiyonel niteliklerinden birisidir (Kinsella, 1981). Proteinler izoelektrik
noktalarinda en diisiik ¢oziiniirliigii gosterirler. Cilinkii bu noktada protein-protein
interaksiyonu maksimum seviyede gerceklesir. Iyonlarm konsantrasyonu ve cesidi
proteinlerin su tutma kapasitesini, sismesini ve ¢Oziiniirliiliigiinii 6nemli derecede
etkilemektedir. Su molekiilleri, yiik tasiyan gruplara (iyon-dipol interaksiyonu), peptit
baglarina, asparajin ve glutaminin amid gruplarina, serin, tironin ve tirozinin hidroksil
gruplarina  (dipol-dipol interaksiyonu) ve polar olmayan aminoasitlere
baglanabilmektedir (Cheftel ve ark., 1985; Saldamli ve Temiz, 1998).

Proteinlerin su ile etkilesimi, gidalarin lezzet ve yapisimi belirlemesi nedeniyle gida
sistemlerinde ¢ok oOnemlidir. Gida proteinlerinin su tutma kapasitesini belirleyen
proteine 0zgii faktorler aminoasit bilesimi, {i¢ boyutlu yapt ve yiizey
hidrofobisite/polaritesidir. Ayrica gida isleme metotlar1 da proteinlerin {i¢ boyutlu yapisi
ve hidrofobisitesi lizerinde énemli etkiye sahiptir (Barbut, 1999). Su tutma kapasitesi



corba, hamur ve firmcilik iiriinleri gibi viskozitesi yiliksek gida maddeleri i¢in kritik bir
fonksiyonel Ozelliktir. Bu iriinlerde proteinlerin ¢6ziinmeden suyu tutmalar1 ve bu

sirada viskoziteyi arttirip kivam ve yapi kazandirmalar1 gerekmektedir (Seena ve

Sridhar, 2005).

Proteinlerin yag ile etkilesimi, gidalarin lezzet ve yapisimi belirlemesi nedeniyle gida
sistemlerinde ¢ok onemlidir (Barbut, 1999). Gida emiilsiyonlar1 termodinamik agidan
stabil olmayan su-yag karisimlaridir. Emiilsiyonun olusmasi ve stabilitesi mayonez gibi
gida sistemlerinde ¢ok Onemlidir. Proteinler yiiklii-yiiksiiz, polar-apolar aminoasitler
icerebilmektedir. Bu aminoasitler proteinlere, hidrofilik ve hidrofobik o6zellikleri bir
arada iceren yiizey aktif madde niteligi kazandirmaktadir. Bu sayede proteinler gida
sistemlerinde hem yag hem de su fazi ile etkilesime girebilmektedir. Proteinlerin
stabilize ettigi emiilsiyonlar1 pH, iyonik kuvvet, sicaklik, diisiik molekiil agirligina sahip
yiizey aktif maddelerin varligi, sekerler, yag fazi1 ve protein tipi gibi faktorler de
etkilemektedir. Bunun yani sira emiilsiyon ozelligini proteinin ¢6ziinebilirliligi de
oldukga etkileyebilmektedir. Ancak dogrusal bir iliskiden s6z etmek olast degildir
(Saldamli ve Temiz, 1998). Coziinmez ve yiiksek diizeyde apolar nitelik gdsteren
proteinlerin biiyiik miktarda yag baglayabildikleri goriilmektedir. Kii¢iik partikiil
boyutlu, diisiik yogunluklu proteinler yiiksek yogunluklu proteinlerden daha fazla yag
tutarlar. Bitkisel protein konsantrelerinin karbonhidrat bilesenlerinin yag baglamada

onemli derecede bir pay1 bulunmamaktadir (Cheftel ve ark., 1985).

Kopiik, emiilsiyona benzer bir sekilde olusur. Kopiikte su molekiilleri apolar faz olan
hava kiireciklerinin etrafin1 sarmaktadir. Teorik olarak proteinlerin hem polar hem de
apolar gruplar1 bir arada igermesi onlar1 i1yi bir kopik olusturucu konumuna
getirmektedir. Bu nitelikleri sayesinde proteinler su-hava ara yiizeyinde yer alarak hava
kiireciklerinin ~ birlesmesine  engel olurlar.  Proteinlerin  kopiirme  ozellikleri
marshmallow, kekler, ¢irpilmis kremalar gibi gida maddeleri i¢in dnem tasimaktadir
(Kinsella, 1979; Saldamli ve Temiz, 1998). Bir molekiiliin iyi bir kopiirme o6zelligi
gosterebilmesi i¢in (1) koplirme siiresince hava/su ara ylizeyine hizli bir sekilde
adsorblanabilmeli, (ii) hizli yapisal degisiklige ugrayarak ara ylizeyde yeniden

diizenlenebilmeli ve (iii) molekiiller aras1 interaksiyonlar yoluyla kohezif bir



viskoelastik film olusturabilmelidir (Makri ve ark., 2005). Molekiiler aras1 kohezyon ve
elastikiyet stabil kopiik olusumu igin 6nemli iken ikincil ve tgiinciil yapili esnek
molekiiller kopiiklerin etkili bir sekilde olusumu i¢in gerekli bulunmaktadir (Kinsella,
1981; Damodaran, 1990).

Protein jelleri, protein zincirlerinin kismi etkilesimi sonucunda suyun hapsedildigi ii¢
boyutlu ag yapisidir. Proteinlerin jel olusturma yetenekleri salam, sosis gibi et
rtinlerinde 6nem tasimaktadir (Kinsella, 1979). Jel, sivi-kat1 arasinda yer alan bir
fazdir. Proteinlerin jel olusturmasi yalnizca kati-viskoelastik jel olusumunda degil, ayni
zamanda su tutma, kalinlastirma, partikiillerin baglanmasi, kdopiik stabilizasyonu gibi
proseslerde de kullanilmaktadir. Belirli kosullar altinda sicaklik, enzim veya iki degerli
katyonlarla ag yap1 olusumu saglanabilir. Isil igslem etkisi ile olusan jellesmede protein
¢ozeltisi (sol haldeki protein) 6nce “’projel” haline doniisiir. Projel viskoz bir sivi olup
bazi proteinlerde polimerizasyon goriiliir. Projel olusumu tersinmez olup ardindan ikinci
basamak olan ag yapmin olusmast gelir ve protein jelasyona ugrar. Ag yapi
olugmasindaki interaksiyonlar oncelikle hidrojen baglari, hidrofobik ve elektrostatik

etkilesimleri igermektedir (Saldamli ve Temiz, 1998).

Visne ¢ekirdegi iginden firetilen protein konsantresinin fonksiyonel niteliklerini
incelemek tizere gergeklestirilen calismada, visne g¢ekirdegi protein konsantresinin su
tutma kapasitesi, yag tutma kapasitesi ve minimum jel olusturan konsantrasyonu
sirastyla %242, %173 ve %8 olarak bulunmustur. Maksimum ¢oziiniirlik pH 12,0
(%92,96) ve minimum ¢6ziiniirlik ise pH 5,0’te (%12,41) gozlenmistir. Emiilsiyon
aktivite indeksi 38,91 m?%g, emiilsiyon stabilite indeksi ise 37,49 dakika olarak
belirlenmistir. Protein konsantresinin kopiik kapasitesi %35,00 ve kopiik stabilitesi ise
%71,80 (30 dakika sonra) olarak belirlenmistir. Protein konsantresinin emiilsifiye etme

ve koplirme 6zellikleri sodyum kazeinattan daha diisiik bulunmustur (Gedik, 2011).



10

2.2.2. Hidrolizatlar

Kimyasal veya enzimatik hidrolizasyon yontemleri kullanilarak proteinlerin fonksiyonel
nitelikleri 1iyilestirilebilmektedir. Daha 1limli sartlarda ¢alistiklarindan proteinlerin
hidrolizasyonunda oncelikli olarak proteolitik enzimler tercih edilmektedir (Kristinsson
ve Rasco, 2000). Bu amagla tripsin, pepsin, pankreatin, flavourzyme, neutrase, alcalase

ve papain gibi farkli proteolitik enzimler kullanilmaktadir (Amarowicz, 2010).

Diisiik fiyat1 nedeniyle yaygin olarak tercih edilen bir proteolitik enzim olan Alcalase
gidalarda kullanilabilir niteliktedir. Alkali serin proteaz olup Bacillus licheniformis
tarafindan {retilmektedir. Alcalase temel olarak subtilisin Carlsberg enzimini
icermektedir. Subtilisin Carlsberg, subtilisin, subtilisin A, subtilopeptidaz A ve Alcalase
Novo isimleriyle de bilinmektedir. Subtilisin Carlsberg enzimi 274 aminoasitten olusan
distilfit bagi icermeyen tek bir polipeptittir. Molekiil agirligi 27 277 Da olup izoelektrik
noktast 9,4 pH’dir. Enzim genis bir spesifiteye sahip olup peptit baglarinin ¢ogunu
tercihen ise aromatik aminoasit igeren peptit bagini par¢alamaktadir. Optimum aktivite
gosterdigi pH degeri 8-9 araliginda olup pH 5,0’in altinda ve 11,0’in {izerinde hizla
aktivitesini yitirmektedir. Alcalase enziminin pepsin ve kimotripsin enzimlerine gore
daha yiiksek bir hidroliz derecesi saglamasi bu ticari enzimin subtilisin Carlsberg’e
ilave olarak diger bazi proteolitik enzimleri de igerdigi kuskusuna neden olmustur.
Alcalase enziminin birden fazla proteolitik enzim igerdigi indirgen kosullarda
gerceklestirilen SDS-PAGE analizinde olusturdugu 4 farkli bant ile dogrulanmistir. Bu
ticari enzimin, aromatik amino asitlerden fenilalanin, triptofan ve tirozin, asidik amino
asitlerden glutamik asit, siilflir iceren amino asitlerden metionin, alifatik amino
asitlerden 16sin ve alanin, hidroksil grubu igeren amino asitlerden serin aminoasidine

kars1 yliksek spesifiteye sahip oldugu belirlenmistir (Doucet, 2003).

Proteinlerin hidrolizi sirasinda molekiiler agirlikta azalma, iyonlasabilir grup sayisinda
artma ve hidrofobik gruplarin agiga c¢ikmasi gibi molekiiler diizeyde degisiklikler
gerceklesmektedir (Zhao ve ark, 2011). Molekiiler diizeyde gergeklesen bu
degisiklikler, hidroliz iirlinlerinin ¢oziiniirliik, viskozite, emiilsiyon ve kopiik olusturma

gibi fonksiyonel Ozelliklerinde de farkliliklara neden olmaktadir (Caessens ve ark.,
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1999; Chabanon ve ark., 2007). S6z konusu fonksiyonel niteliklerin degisime ugrama

diizeylerinin biiyiik 6l¢iide proteinlerin hidroliz seviyelerine bagli oldugu bildirilmistir

(Spellman ve ark., 2003).

Protein hidrolizatlari, gidalarin besin degerini arttirmak, lezzetini iyilestirmek,
fonksiyonel niteliklerini gelistirmek (Chabanon ve ark. 2007), biyolojik aktif peptitler
iretmek (Spellman ve ark., 2003) ve protein kaynakli alerjik reaksiyonlar1 6nlemek
(Neklyudov ve ark., 2000) amaciyla kullanilmaktadir. Farkli diizeylerde hidrolize
edilmis proteinler, kahve beyazlaticilarinda, degisik iceceklerde (Chabanon ve ark.
2007), sampuanlarda, sag¢ spreylerinde ve mikrobiyel besi ortamlarinin hazirlanmasinda

uygulama alanina sahiptirler (Neklyudov ve ark., 2000).

Visgne ¢ekirdegi i¢i proteinlerinin proteolitik enzimler ile hidrolizasyonunu inceleyen
herhangi bir ¢aligmaya ulagilamadigi i¢in bu kisimda diger kaynaklardan saglanan
proteinlerin hidrolizi {izerinde yapilan arastirmalardan bazilarinin 6zetleri tarih sirasina

gbre sunulmugtur.

Kolza tohumu protein izolati Alcalase enzimi kullanilarak farkli diizeylerde (% 0,0,
%3,1, %5,0, %7,1 ve %7,7) hidrolize edilmis ve elde edilen hidrolizatlarin fonksiyonel
nitelikleri incelenmistir. Hidrolizatlarin 1 g 6rnek/10 mL su seklinde hazirlanan
dispersiyonlarinin su tutma kapasiteleri 1,31+0,11 (%0,0), 5,85+0,43 (%3,1), 5,14+0,53
(%5,0), 5,40+0,10 (%7,1) ve 5,51+0,55 (%7,7) g su/g drnek olarak belirlenmistir. Farkli
hidrolizasyon diizeyine sahip o6rneklerin (1 g 6rnek/10 mL misir yagi) yag tutma
kapasiteleri artan hidroliz diizeyine gore sirasiyla 0,63+0,05, 1,55+0,08, 1,33+0,10,
1,30+0,13 ve 1,37+0,09 g yag/g ornek olarak ol¢iilmiistiir. Ayni 6rneklerden hazirlanan
%1,5 (w/v)’lik siispansiyonlarin kopiik kapasiteleri [100 x kopiik hacmi/(kopiik hacmi +
stvi hacmi)] sirastyla %18+1, %69+1, %5843, %59+0 ve %59+6 olarak tespit edilmistir
(Vioque ve ark., 2000).

Drago ve Gonzalez (2001), 1s1 uygulanmis bugday gluten konsantresini kiif kaynakl
(Aspergillus oryzae) bir proteaz kullanarak %0, 14, 26 ve 42 diizeylerinde hidrolize

etmislerdir. Hidrolizatlarin (%2’lik dispersiyonlarinin) protein ¢oziiniirliikleri genel
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olarak hidroliz derecesindeki artisa paralel bir sekilde artis gostermistir. Hidrolizatlarin
su tutma kapasiteleri sirasiyla yaklasik 3,10, 1,75, 1,50 ve 1,20 mL/g seklinde
bulunmustur. Benzer bir sekilde orneklerin kdpiik kapasiteleri ve kopiik stabiliteleri

hidroliz diizeyi arttik¢a azalma gostermistir.

Severin ve Xia (2006) tarafindan peynir alti suyu protein konsantresinin Alcalase
enzimi ile %0, 5, 10, 15 ve 20 diizeylerinde hidrolizasyonu saglanmis ve elde edilen
hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir. Orneklerin [15 mL hacimleri (1 mg
ornek/mL ¢ozelti) galkalanarak] kopiik kapasiteleri 43,33 (%0), 47,00 (%5), 29,67
(%10), 0,00 (%15) ve 0,00 (%20) mL olarak belirlenirken kopiik stabiliteleri (60.
dakikadaki) ise %81,00, 7,67, 0,00, 0,00 ve 0,00 seklinde saptanmustir. Orneklerin
minimum jel olusturan konsantrasyonlar sirasiyla %8, 6, 12, 14 ve >20 seklinde tespit

edilmistir.

Wasswa ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ot sazan1 (Ctenopharyngodon
idella) derisi Alcalase enzimi ile pH-stat metodu kullanilarak %5,0, %10,4 ve %14,9
diizeylerinde hidrolize edilmistir. Hidrolizat dispersiyonlarinin (0,5 g 6rnek/20 mL su)
su tutma kapasiteleri 2,0+0,3 (%5,0), 3,8+0,2 (%10,4) ve 4,9+0,2 (%14,9) mL su/g
ornek seklinde belirlenmigstir. Protein hidrolizatlarinin (0,5 g 6rnek/10 mL soya yag)
yag tutma kapasiteleri artan hidroliz derecesine gore sirasiyla 3,6+0,2, 3,2+0,1 ve
2,4+0,2 mL yag/g 6rnek olarak bulunmustur. Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

icin tespit edilen Hunter renk parametreleri Cizelge 2.2°de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Hidrolizatlarin Hunter renk degerleri

Hidrolizasyon

* * *
Derecesi (%) L a b
50 68,9+0,9 -3,73+1,2 18,4+0,7
10,4 59,6+0,2 -2,46+0,3 22,0+0,5
14,9 59,3+0,7 -1,38+0,8 26,6+0,9

%S5, %10,4, %14,9: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler
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Yulaf kepegi konsantresi tripsin enzimi ile 3 farkli diizeyde (%4,1, %6,4 ve %8,3)
hidrolize edilmis ve elde edilen hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri belirlenmistir
(Guan ve ark., 2007). Protein hidrolizatlarinin saptanan c¢oziiniirliikkleri (100 mg
ornek/15 mL su igerisinde), kopiik kapasite ve stabiliteleri (20 mg drnek/mL ¢ozelti) ile
emiilsiyon aktivite ve stabilite indeksleri [24 mL Ornek ¢ozeltisi (1 mg 6rnek/mL

¢Ozelti) 8 mL soya yagi] toplu halde Cizelge 2.3’de sunulmustur.

Cizelge 2.3. Yulaf kepegi konsantresi ve hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri

Ornckd EAI ESi . ?u thag kKﬁp?’;k _ tKg_[I)_i:k _ Protein ¢oziiniirliigii
rnekler utma utma [Kapasitesi| stapilitesi
(m?g) | (dk) e P 2%) 9% 30. k)| PH3 | PH5 |pHT | pHO
Kontrol| 20,4 | 46,2 2,04 2,96 126,5 63,0 59,0 73 | 260 | 893
K+ | 189 52,6 1,94 2,50 132,5 62,6 57,0 4,7 |30,0 | 832
%d4,1 88,1 55,6 2,13 1,99 163,5 43,8 63,0 | 51,0 | 76,0 | 93,0
%06,4 85,1 55,0 2,27 1,78 168,9 48,0 72,0 | 60,0 | 78,0 | 94,0
%8,3 89,2 89,6 2,25 1,51 173,6 47,9 87,0 | 68,2 | 90,0 | 94,0

K+is1: Ist Uygulanmis kontrol 6rnegi

%4,1, %6,4, %8,3: Farkl hidroliz diizeylerine sahip érnekler
EAI: Emiilsiyon aktivite indeksi

ESI: Emiilsiyon stabilite indeksi

Nohut protein izolatlarindan immobilize Alcalase enzimi kullanilarak %0,0, 1,0, 2,9, 4,9
ve 10,0 hidroliz derecesine sahip hidrolizatlar elde edilmistir. Hidrolizatlarin (%5’lik
cozeltileri) c¢oziintirlikleri hidroliz derecesine bagli olarak artis gostermistir.
Hidrolizatlarin yag tutma kapasiteleri sirasiyla 3,08+0,066, 5,42+0,090, 6,18+0,051,
6,28+0,052, 4,43+0,071 g yag/g ornek seklinde belirlenmistir. Hidroliz derecesi %4,9
olan ornek (%3’lik ¢ozeltisi) hem en yiiksek kopiik kapasitesi (karigtirma sonrasi
toplam hacim*100/baslangic hacmi, yaklasik %158) ve hem de en yiiksek kopiik
stabilitesi (60. dakikada yaklasik %60) gostermistir (Yust ve ark., 2010).

Yer fistig1 protein izolati Alcalase enzimi kullanilarak %10, %20, %30 ve %40
diizeylerinde hidrolize edilmis ve hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir.
Hidrolizatlarin ~ (%1°lik  dispersiyonlarinin) pH 1,0-12,0 araligindaki protein
coziintirliikleri hidroliz diizeyi arttik¢ca artmis ve %40 hidroliz diizeyine sahip 6rnek

biitlin pH degerlerinde %100 c¢oziiniirlik gostermistir. Hidrolizatlarin pH 7,0’deki
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emiilsiyon aktivite indeksi (EAI), emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) (30 mL %]1’lik
protein Ornegi ¢ozeltisi 10 mL bitkisel yag ile karistirilarak hazirlanmustir), kopiik
kapasitesi ve kopiik stabilitesi (%0,5 protein 6rnegi ¢ozeltisi) yaklasik sonuglar1 Cizelge
2.4’de sunulmustur. Hidroliz derecesi arttik¢a peptit zincirinin uzunlugunun azaldigi,
¢oziinlrligiin arttigr ve dolayisiyla emiilsiyon aktivite indeksinin diistiigii belirlenmistir

(Jamdar ve ark., 2010).

Cizelge 2.4.Yer fistig1 protein hidrolizatlarinin fonksiyonel nitelikleri

) . . Kopiik Kopiik
Ornekler  EAL(MYg)  ESL(®) | o asitesi (96)  stabilitesi (%)

izolat 180 83 70 25

%10 152 76 26 2

%20 81 90 54 5

%30 110 92 61 5

9640 60 97 20 5

%IQ, %20, %30, %40: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler
EAI: Emiilsiyon aktivite indeksi
ESI: Emiilsiyon stabilite indeksi

Zhao ve ark. (2011) yer fistig1 protein izolatin1 Alcalase enzimi ile %0,0, 2,1, 3,6 ve 5,4
diizeylerinde hidrolize ederek iirettikleri hidrolizatlarin fonksiyonel niteliklerini
incelemislerdir. Enzimatik hidrolizin, yer fistig1 protein hidrolizatinin ¢6ziintirliigiinii
2,0-10,0 pH araligmin tamaminda arttirdif1 goriilmiistiir. Izolat, 1s1 uygulanmis izolat,
%2,1, %3,6 ve %5,4 hidroliz derecesine sahip orneklerin (%0,1’lik dispersiyonlarinin)
emiilsiyon aktivite indeksleri (EAI) sirasiyla 56,2+1,1, 22,2+2,7, 39,2+3,5, 29,3+2,0,
29,2432 m2/g olarak saptanmustir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma 2010-2011 yillar1 arasinda Gaziosmanpasa Universitesi, Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimiinde ytriitiilmiistiir. Arastirmada
kullanilan visne ¢ekirdegi i¢leri Tokat’in Niksar il¢esinde bulunan ticari bir isletmeden
temin edilerek kullanilincaya kadar plastik torbalarda 4°C’de muhafaza edilmistir.
Novozymes A/S (Bagsvaerd, Danimarka) tarafindan iiretilen Alcalase 2.4L" enzimi ise

Novozymes Dis Ticaret Limited Sirketinden (Istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Visne Cekirdegi icinden Yagin Uzaklastirilmasi

Visne ¢ekirdegi icleri kahve degirmeninde (Bosch MKM 600, Munich, Almanya)
parcalanarak un haline getirilmistir. Ogiitiilen 6rnekler, hekzan veya petrol eter
ilavesinden (1:5 oraninda) sonra oda sicakliginda (22-24°C) bir saat manyetik karigtirict
ile karistirllmigtir. Siire sonunda karisim kaba filtre kagidindan stiziilerek hekzan veya
petrol eter ayrilmistir. Ekstraksiyon iglemi 6nce 3 kez hekzan ve sonra da 2 kez petrol
eter ile tekrarlanarak yagin uzaklagsmasi saglanmistir. Hekzan/petrol eter kalintisinin
tamamen uzaklasmasi i¢in bir gece ¢eker ocak igerisinde bekletilen drnekler sizdirmaz
sekilde kapanabilen cam kavanozlara aktarilmis ve kullanilincaya kadar (-18°C)’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Visne Cekirdegi i¢i Protein Konsantresinin (VCIPK) Hazirlanmasi

Saf su icerisinde 1:20 oraninda dispers edilen yagsiz visne ¢ekirdegi i¢inin pH degeri
dijital pH metre (inoLab WTW pH 720, Weilheim, Almanya) yardimiyla 2 N NaOH
kullanilarak 10,0’a ayarlanmistir. Daha sonra karigim 180 dakika siireyle manyetik

karistiricida  (Heidolph MR 3001, Schwabach, Almanya) karistirilmistir. Bu siire
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icerisinde karisimin pH degeri her 30 dakikada bir kontrol edilerek sabit tutulmustur.
Karisim kaba filtre kagidindan gegirilerek ¢okelti uzaklastirilmistir. Elde edilen sivi
kismin pH’s1 2 N HCI ile pH 4,5’¢ ayarlandiktan sonra 15 dakika dinlendirilmistir.
Karisim kaba filtre kagidindan gecirilerek ¢okelti kismi toplanmis ve bir miktar saf su
ile dispers edilerek pH degeri 7,0’ye ayarlanmistir. Bu sekilde elde edilen ekstrakt
50°C’lik hava akimli etiivde (Memmert 100-800, Schwabach, Almanya) 12-18 saat
stireyle kurutulup kahve degirmeniyle 6gitiilmiis ve kullanilincaya kadar (-18°C)’de

depolanmustir.

3.2.3. Protein Konsantresinin Hidrolizasyonu

Protein konsantresinin saf su ile hazirlanan %4’liik ¢ozeltisi 55°C’ye 1sitilmis, pH
degeri 0,5 N NaOH ile 8,0’e ayarlanmis ve 30 dakika boyunca sicaklik ve pH degerinin
sabit kalmasi saglanmistir. Sonra %5, %10 ve %15 hidrolizasyon derecesi elde edilecek
sekilde [enzim/substrat oram sirastyla 1,2 mL (3,6 AU), 2,4 mL (7,2 AU) ve 3,6 mL
(10,8 AU) enzim/100 g konsantre, 1 Anson iinitesi (AU): standart kosullar altinda iire
ile denatiire edilmis hemoglobinden 1 dakikada 1 mili ekivalan tirozinin Folin kimyasali
ile olusturdugu absorbansa esdeger miktarda absorbans olusturan trikloroasetik asitte
¢Ozlinebilir iiriin saglayan enzim miktaridir] Alcalase 2.4L enzimi (yogunlugu 1,25
g/mL) ilave edilmis (4 kat1 su ile seyreltilerek) ve 40-48 dakika boyunca hidrolizasyon
gergeklestirilmistir. Enzimatik hidrolizin diizeyi pH-stat metodu kullanilarak tespit
edilmistir (Adler-Nissen, 1986). Hidrolizasyon sirasinda karigimin pH degeri her 2
dakikada bir 0,4354 N NaOH ilave edilerek istenilen hidrolizasyon derecesine
ulasilincaya kadar sabit tutulmus ve hidrolizasyon derecesi (%) Esitlik 3.1 kullanilarak

hesaplanmuistir.
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sy _ hx100 _ BxNbx100 (3.1)
DH(A)) - htop - axXMpxhtop
h : Pargalanan peptit bagi sayisi, mili ekivalan/g

hp @ Toplam peptit bag sayisi, mili ekivalan/g (8 mili ekivalan/g kullanilmustir)

B : Harcanan alkali hacmi, mL

Np - Alkalinin normalitesi (0,4354 N NaOH)

M,  : Protein miktari, g (NX6,25)

o : Amino grubunun ortalama iyonlagma katsayisi (pH 8,0 ve sicaklik 55°C olmast
halinde pK 7,1 ve bu kosullardaki o degeri Esitlik 3.2 yardimiyla 0,888 seklinde

hesaplanmuistir)

10(PH-PK) (3.2)
% = 1+ 10080

Arzu edilen hidrolizasyon derecesi elde edildikten sonra pH degeri 7,0’ye ayarlanan
karisim sicak su banyosunda (95°C) 10 dakika bekletilerek Alcalase aktivitesi yok
edilmistir. Karigim 50°C’ye sogutulmus ve hava akimli etiivde (50°C) 12-18 saat
stireyle kurutulmustur. Kuruyan hidrolizatlar kahve degirmeni (Bosch MKM 600,
Munich, Almanya) araciligi ile pargalanarak toz haline getirilmis ve daha sonraki
analizler i¢in vida kapakli plastik kaplar igerisinde (-18°C)’de depolanmustir.
Uygulanan 1s1l islemin veya dogal olarak bulunabilecek enzimlerin olusturdugu etkiyi
dikkate almak i¢in ayni islemlere (Alcalase ilavesi disinda) maruz birakilan bir kontrol

ornegi de hazirlanmstir.

3.2.4. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlaromin Kurumadde Analizleri

Visne c¢ekirdegi i¢i protein konsantresi ve hidrolizatlarinin kurumadde oranlar
gravimetrik yontemle belirlenmistir (Anonim, 1997). Daras1 alinmig paslanmaz celik
kaplara (G;) yaklasik ikiser gram ornek (Gj) tartilarak 105+2°C’lik hava akimli etiivde
(Memmert 100-800, Schwabach, Almanya) 4 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda
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kaplar desikatore alinip 1 saat siire ile sogumasi saglandiktan sonra agirliklart (Ggs)
belirlenmistir. Bu isleme sabit tartim elde edilinceye kadar devam edilerek yiizde (%)

kurumadde miktarlar1 Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmstir.

% Kurumadde = [(G3 - G) / G1] x 100 (3.3)

3.2.5. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Yag Analizler

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi ve hidrolizatlarinin yag oranlarinin belirlenmesi
icin 1-2 g ornek (Gs) darasi alinmis kartuslar icerisine tartilarak agiz kisimlari
yapistirllmigtir. Kartug igerigi ile birlikte 105+£2°C’lik etiivde kurutulduktan sonra
toplam agirlik (G) kaydedilmistir. Kurutulan oOrnekler, yag ekstraksiyon cihazinin
(Ankom XT10 Extractor, NJ, Amerika Birlesik Devletleri) haznesine konularak petrol
eter ile 95°C’de 60-90 dakika siire ile ekstraksiyona birakilmistir. Ekstraksiyonu
tamamlanan Ornekler tekrar etiive alinarak 105+£2°C’de kalint1 ¢oziictiden arindirilmistir.
Etiivden alinan oOrnekler desikatorde sogutulduktan sonra tartilip (G;) Esitlik 3.4

kullanilarak yiizde yag oranlari belirlenmistir.

% Yag = [(G2-Gy) / Gs] x 100 (3.4)

3.2.6. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Toplam Karbonhidrat Analizleri

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi ve hidrolizatlarinin toplam karbonhidrat
igerikleri, fenol siilfiirik asit metoduna gére belirlenmistir. Orneklerden 75 mg aliip
tizerine 5 mL HCI (2,5 N’lik) ilave edildikten sonra vortex (Velp Scientifica ZX3,
Usmate, Italya) ile 10 saniye karistirilmistir. Karstirilan 6rnekler 95°C’°lik su
banyosunda 3 saat siireyle (Memmert WB 22, Schutzart, Almanya) hidrolizasyona
birakilmistir. Su banyosundan alinan 6rnekler 5 dakika icerisinde 1°C’ye sogutulmustur.
Sogutulan 6rnekler iizerine 750 pL NaOH (% 40 w/w) eklenip vortex ile 5 defa onar

saniye siireyle karigtirllmis ve hacimleri saf su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Bu
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sekilde hazirlanan 6rneklerden bir tiip igerisine 600 pL alinmis ve lizerine 600 pL fenol
(% 5 wi/w) ilave edildikten sonra vortex ile 30 saniye karistirilmistir. Karisim {izerine
3,0 mL konsantre stlfiirik asit (H,SOj) eklenerek tekrar 30 saniye karistirilmistir.
Karistirilan 6rnekler 80°C’de 30 dakika 1sitilmis ve musluk suyuyla sogutulduktan sonra
spektrofotometre (Perkin Elmer UV/Vis spectrometer, Lambda EZ 201, CA, Amerika
Birlesik Devletleri) ile 490 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. Kalibrasyon
grafiginin ¢izilmesinde farkli konsantrasyonlarda glikoz igeren ¢ozeltiler (0-100 pg/mL)
kullanmilmistir (Geater ve Fehr, 2000). 100 mg D-glikoz toplam hacim 100 mL olacak
sekilde saf suda ¢Ozlindiiriilmiis ve bu ¢ozeltiden sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 mL
alarak 100 mL’lik balon jojelere aktarilmistir. Balon jojelerin hacimleri saf su ile 100
mL’ye tamamlandiktan sonra bu ¢ozeltilerden 600°er pL. alinarak yukarida belirtilen
islemlere maruz birakilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltilerin absorbans degerleri olciilerek

kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.1).

o
o
1 ]

y =9,1917x - 0,004
R?=10,9994

Absorbans (490nm)
o o o o o o
w ~ O O N o

o
N
1

o
[EEN
1

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon (yg/mL)

Sekil 3.1. Toplam karbonhidrat analizi i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi
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3.2.7. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Protein Analizleri

Azot igeriklerinin belirlenmesinde Mikro Kjeldahl yontemi kullanilmistir (Anonim,
1997). Kjeldahl tiiplerine 50-200 mg ornek tartilmis ve {izerine 2 g K;SO4, 150 pL
%5’lik CuSO4 ve 6 mL konsantre H,SO, ilave edildikten sonra yas yakma islemine
maruz birakilmistir. Ornekler Kjeldahl yakma iinitesinde (Gerhardt KBS, Konigswinter,
Almanya) yaklasik 2-4 saat siireyle 350°C’de berraklasincaya kadar yakilmistir. Yakilan
ornekler soguduktan sonra iizerine 20 mL saf su ilave edilip destilasyon {initesine
yerlestirilmistir. Destilasyon {initesinde 6rnek iizerine 15-20 mL %40’ ik (w/w) NaOH
ilave edilmis ve destilatin 25 mL %4’lik borik asit ¢ozeltisi igerisinde toplanmasi
saglanmistir. Destilasyon sonrasi borik asit igerisinde toplanan destilat 0,0200 N HCl ile
titre edilerek Esitlik 3.5 yardimiyla %azot degerleri bulunmustur. Azot oranlarinin 6,25

faktorii ile carpimlist ile de 6rneklerin protein degerleri hesaplanmustir.

(V1-Vo) x 0,014 x N
% Azot = - X 100 (3.5)
Ornek miktari (g)

Vi : Titrasyonda 6rnek i¢in harcanan HC1 miktari (mL)
Vo : Sahit i¢in harcanan HCI miktari (mL)

N : Titrasyonda kullanilan HCI’in normalitesi

3.2.8. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Kiil Analizi

Kiil miktarmin belirlenmesi Anonim (1997)’de belirtilen sekilde drneklerin kiil firminda
(Protherm PLF 115 M, Ankara, Tiirkiye) yakilmasiyla gerceklestirilmistir. Darast
alimmis porselen kroze igerisine (Gz) 1-3 gram ornek (Gp) tartilmig ve krozelere ¢eker
ocagn i¢inde, elektrikli 1sitict izerinde 30 dakika 6n yakma islemi uygulanmistir. Sonra
ornekler kiil firmnina alinarak sicaklik kademeli bir sekilde 550+£15°C’ye ¢ikartilmistir.
Bu sicaklikta beyaz renkte kiil elde edilinceye kadar (yaklasik 8 saat) yakilmistir.
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Yakilan ornekler desikatore alinarak sogutulmus ve sonra tartilarak agirliklart (Gs)

kaydedilmistir. Yiizde kiil miktarlar1 Esitlik 3.6’ya gore hesaplanmaistir.

% Kiil = [(G3-G») / G1] x 100 (3.6)

3.2.9. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Renk Degerlerinin Olciimii

Orneklerin L* (agiklik-koyuluk), a* (kirmizi-yesil) ve b* (sari-mavi) degerleri (Hunter
sistemi) kolorimetre (Minolta, CR-300, NJ, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak
Olciilmiistiir. Renk o6l¢iim cihazinin kalibrasyonu standart beyaz plaka kullanilarak
yapilmistir (L* = 96,97, a* = 0,16, b* = 1,86). Cam petri icerisine 1 cm kalinliginda
ormek yayillmis ve li¢ farkli noktadan yapilan Olglimlerin ortalamasi kullanilmistir
(Singh ve ark., 2005). Ayrica visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresine gore toplam renk
degisimi (AE*) Esitlik 3.7 kullanilarak hesaplanmustir.

AE=[(L" - Lo)*+(a" - ag)*+(b” - bg)’]"* (3.7)
Lo : Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresinin L* degeri
o . Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresinin a* degeri
bo : Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresinin b* degeri

3.2.10.  Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarmin Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Incelenmesi

Orneklerdeki proteinlerin molekiiler agirlik profilleri Laemmli (1970) metoduna gére
SDS-PAGE kullanilarak belirlenmistir. Orneklerden yaklasik 10 mg alinip 1 mL 6rnek
tamponunda [3,8 mL saf su, 1 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 tamponu, 0,80 mL gliserol,
1,6 mL %]10’luk (w/v) SDS, 0,8 mL 2-B-merkaptaetanol, 0,4 mL %0,05 (w/v)
bromfenol mavisi] 2 saat siire ile karistirilarak ¢oziindiiriilmistiir. Daha sonra 6rnekler
95°C’lik su banyosunda 5 dakika siireyle 1sitilmigtir. Ornek tamponundaki protein

konsantrasyonu 5 mg protein/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Ornekler santrifiij
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edildikten sonra 10 pL (0,05 mg protein) alinip jele yiiklenmistir. Ayirma ve yigin
jelinin akrilamid konsantrasyonu sirasiyla %12 [11,73 mL su, 8,75 mL 1,5 M Tris-HCI
pH 8,8 tamponu, 0,35 mL %10’luk (w/v) SDS, 14 mL %30’luk akrilamid/Bis (30 g
akrilamid + 0,8 g bis/100 mL), 175 pL %10’luk amonyum persiilfat ve 17,5 pL
TEMED] ve %4 [6,1 mL su, 2,5 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 tamponu, 100 uL %10’luk
(w/v) SDS, 1,3 mL %30’luk akrilamid/Bis, 50 pL %10’luk amonyum persiilfat ve 10
uL TEMED] olacak sekilde 1 mm kalinliginda dokiilmiistiir. Elektroforez i¢in pH 8,3,
5X elektrot tamponu (37,5 g tris, 180 g glisin, 12,5 g SDS saf su igerisinde
¢coziindiiriliip hacim 2,5 L’ye tamamlanmistir) hazirlanarak kullanim esnasinda 1:4
oraninda saf su ile seyreltilmistir. Elektroforezde 6rnekler 25 mA (yigma jeli) ve 35 mA
(ayirma jeli) sabit akimda (Consort 1200V-500 mA E815, Turnhout, Belcika) yaklagik 5
saat siireyle ytriitiilmustiir. Elektroforez jelindeki proteinler Commassie brilliant blue
G250 (%0,1 Commassie brilliant blue G250, %40 metanol, %10 asetik asit, %50 su) ile

boyanmis ve %10’luk asetik asit ile boya uzaklastirma islemi gergeklestirilmistir.

Molekiiler agirlik standardi olarak (Sigma katalog numarasi S8445, MO, Amerika
Birlesik Devletleri) miyosin (200 KDa) beta galaktozidaz (116 KDa), fosforilaz b (97
KDa), bovin serum albiimini (66 KDa), glutamik dehidrogenaz (55 KDa), ovalbumin
(45 KDa), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (36 KDa), karbonik anhidraz (29 KDa),
tripsinojen (24 KDa), tripsin inhibitorii (20 KDa), o-laktalbumin (14,2 KDa) ve
aprotinin (6,5 KDa) kullanilmustir.

3.2.11. Visne Cekirdegi ici Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarmm Fonksiyonel
Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.11.1. Su ve Yag Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Protein Grneklerinin su ve yag tutma kapasiteleri Naczk ve ark. (1985) tarafindan
bildirilen yonteme gore saptanmistir. Su tutma kapasitesi i¢in 0,5 g 6rnek lizerine 4 mL
saf su ilave edilmistir. Hazirlanan karisimlar toplam 70 dakika siire ile her 10 dakikada
bir 30 saniye baget yardimiyla karistirilmistir. Bu islem sonunda 6rnekler 25°C ve 2 000

x g’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen Orneklerin sivi fazi
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uzaklagtirildiktan sonra tiiplerin agiz kismi zeminle 45°lik a¢1 olusturacak sekilde
yerlestirilerek 10 dakika boyunca sivi fazin siiziilmesi saglanmigtir. Sivi fazdan
armdirilmis olan kat1 kisim tartilarak agirlik artisi belirlenmistir. Sonuglar g su/g 6rnek

veya ornek agirligindaki artis yiizde olarak ifade edilmistir.

Yag tutma kapasitesinde ise 0,5 g 0rnek iizerine 3 mL ticari aygigegi yagi (Ona) ilave
edilmistir. Hazirlanan karisim toplam 30 dakika siire ile her 5 dakikada bir 30 saniye
boyunca baget kullanilarak karistirilmistir. Karistirilan 6rnekler 25°C’de 1 600 x g’de
25 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen Orneklerin sivi  fazi
uzaklastirildiktan sonra tiipler ters ¢evrilerek 5 dakika boyunca sivi fazin siiziilmesi
saglanmistir. Sivi fazdan arindirilmis olan kati kisim tartilarak agirhik artist
belirlenmistir. Referans olarak sodyum kazeinat (Na-kazeinat) kullanilmigtir. Sonuglar g

yag/g ornek veya ornek agirhigindaki yiizde artis olarak ifade edilmistir.

3.2.11.2. Kopiik Kapasitesi ve Stabilitesinin Belirlenmesi

Orneklerin  olusturdugu kopiiklerin kapasitesi ve stabilitesi ¢irpma yontemiyle
belirlenmistir. 0,5 g 6rnek tizerine saf su ilave edilerek hacmi 40 mL’ye tamamlanmistir
(%1,25 w/v). Hazirlanan dispersiyon (pH 7,0) homojenizator (Ultra Turrax, T18 basic,
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Almanya) ile 20 000 devir/dakika’da 2 dakika
siireyle karistirilarak kopiik olusumu saglanmistir. Ornekler bekletilmeden 100 mL’lik
silindire almip toplam hacim ve sivi fazin hacmi kaydedilmistir. Orneklerin kopiik

kapasiteleri Esitlik 3.8 kullanilarak hesaplanmistir (Moure ve ark., 2001).

Vi—V;
Kopiik Kapasitesi (%) = —V x 100 (3.8)
2
Vi : Homojenizasyon sonrasi toplam hacim
V, : Homojenizasyon oncesi toplam hacim

Orneklerin kopiik stabilitesi ise 0, 10, 30, 60, 90 ve 120 dakika zaman araliklarinda
kopiik hacmindeki degisim 6lgiilerek hesap edilmistir (Moure ve ark., 2001).
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Vit

Kopiik Stabilitesi (%) = x 100 (3.9)
Vi

Vi : t zamanindaki kopiik hacmi

Vi : Homojenizasyon sonrasi 0. dakikadaki kopiik hacmi

3.2.11.3. Emiilsiyon Aktivite Indeksi (EAI) ve Emiilsiyon Stabilite indeksinin (ESI)
Belirlenmesi

Orneklerin emiilsiyon aktivite indeksi ve emiilsiyon stabilite indeksi Pearce ve Kinsella
(1978) tarafindan belirtilen metoda gore olglilmistiir. %0,1 (w/v)’lik 20 mL protein
dispersiyonu (pH 7,0) ve 6,6 mL aygicegi yagi (Ona) emiilsiyon olusturmak amaciyla
homojenizatér (Ultra Turrax, T18 basic, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya) ile 20 000 devir/dakikada 1 dakika siireyle homojenize edilmistir.
Emiilsiyonun alt kismindan (sivi faz) alinan 50 pL 6rnek 5 mL’ye %0,1’lik (w/v)
sodyum dedosil siilfat (SDS) ile seyreltilmistir (1:100 diliisyon). Karisimin 500 nm’deki
absorbans1 okunmus (0. dakikadaki) ve bu absorbans degeri kullanilarak Esitlik 3.10
yardimiyla EAI degeri hesaplanmistr.

2x2,303xAg X N (3.10)
EAI (m%/g) =

cx ¢ x 10000

Ao . 0. dakikadaki absorbans

N : Seyreltme faktorii (100)
C : Protein dispersiyonun protein konsantrasyonu (0,001 g/ml)
[0) > Yagin hacimsel fraksiyonu (6,6/26,6 = 0,248)

Orneklerin ESI degerleri, emiilsiyonun 10 dakika bekletilmesinden sonra alt kismindan
(stv1 faz) aliman 50 pL Ornegin 5 mL’ye %0,1’lik (w/v) SDS ile seyreltilmesi ve
absorbansinin 500 nm’de okunmasi (10. dakikadaki) sonucunda elde edilen verilerden

Esitlik 3.11 yardimiyla hesaplanmigtir.
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AgXxt

ESI = ——— (3.11)
Ao-Aqp
ESI : Dakika

Ao - 0. dakikadaki absorbans
Ajp  : Homojenizasyon isleminden 10 dakika sonra okunan absorbans

t : Emiilsiyonun bekleme siiresi (10 dakika)

3.2.11.4. Minimum Jel Olusturan Konsantrasyonun (MJOK) Belirlenmesi

Orneklerin jellesme 6zellikleri Coffmann ve Garcia (1977) tarafindan belirtilen yonteme
gore minimum jel olusturan konsantrasyon seklinde Ol¢iilmiistiir. 1-14 g/100 mL
konsantrasyon araliginda tiiplere hazirlanan 6rnek dispersiyonlar1 (pH 7,0) 1 saat siire
ile 95°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Ornekler su banyosundan alinip hizla buzlu
su yardimiyla 4°C’ye sogutulmus ve 2 saat siire ile bu sicaklikta bekletilmistir. Daha
sonra Ornek tiipleri ters gevrilerek jellesme diizeyi gézlenmistir. Jellesme gosteren tiipler
+ olarak isaretlenmistir. Her bir 6rnek ic¢in {i¢ tiip hazirlanmis ve sonuglar asagida

belirtildigi sekilde degerlendirilmistir.

+++ veya ++ - jellesme var

+- - veya --- jellesme yok

3.2.11.5. Protein Coziiniirliiliigiiniin Belirlenmesi

Orneklerdeki proteinlerin ¢dziiniirliiliik profilleri Beuchat ve ark. (1975) tarafindan
belirtilen yonteme gore saptanmistir. %5 (w/v)’lik protein dispersiyonlar1 hazirlanarak
pH degerleri 1,0-12,0 aralifinda olacak sekilde ayarlanmistir (0,1-1,0 N NaOH veya
0,1-1,0 N HCI kullanilarak). Her 30 dakikada bir pH degerleri kontrol edilerek oda
sicakliginda 90 dakika siireyle karistirildiktan sonra 4 000 x g’de 30 dakika stireyle
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santrifiij edilmistir. Stv1 fazin protein icerigi mikro Kjeldahl yontemi (Anonim, 1997)
ile belirlenerek ¢oziiniirliiliik Esitlik 3.12 yardimiyla hesaplanmistir.

SP
x 100 (3.12)

Coziintrlilik (%) =
TP

SP - S1v1 fazdaki ¢oziiniir protein orani (g/100 mL)
TP : Baglangig protein orani (g/100 mL)

3.2.12. istatistiksel Degerlendirme

Ug tekerriir (n=3) olarak elde edilen analiz sonuclarmnn ortalamalari aliarak standart
sapmalart ile birlikte verilmistir. Caligmada elde edilen wverilerin istatistiksel
degerlendirilmesi SPSS Statistics V17.0 programinnda ANOVA analizi kullanilarak
yapilmistir (p<0,05). Ortalamalar arasindaki farklilik ise Duncan testi kullanilarak

belirlenmistir (p<0,05).



BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarimin Bilesimi

Visne ¢ekirdegi iclerinden hazirlanan protein konsantresi ve hidrolizatlarinin bilesimi
Cizelge 4.1’de sunulmustur. Protein konsantresinin %79,3+0,43 (kurumaddesinde
%85,0) protein icerdigi tespit edilmistir. Kurumaddedeki protein oran1 %90’1n altinda

kaldig1 i¢in elde edilen {iriin protein konsantresi seklinde adlandirilmistir.

Cizelgeden de izlenebilecegi gibi visne g¢ekirdegi i¢i protein konsantresi %93,3+0,28
kurumadde, %1,7+0,01 yag, %9,7+0,61 toplam karbonhidrat ve %4,4+0,01 oraninda
kiil icermektedir. Vigne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi lizerinde ¢alisan Gedik (2011)
tarafindan kurumadde (%95,97), yag (%1,93) ve kiil (%3,31) i¢in bildirilen degerler
calismamizda elde edilen degerlere benzerlik gostermektedir. Ancak bu ¢alismada tespit
edilen toplam karbonhidrat igerigi (%9,7+0,61) Gedik (2011) tarafindan bildirilen
degerden (%2,94) daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.1. Farkli hidroliz derecelerine sahip hidrolizatlarin baz1 kimyasal nitelikleri.
Degerler ii¢ tekerriiriin ortalamasi olup standart sapmasi ile birlikte

verilmistir
Bilesen (%) PK %5 %10 %15
Kurumadde 03,3+0,28%  94,9+0,11° 93,8+0,09° 94,0+0,06°
Protein 79,3+0,43*  73,9+0,03° 72,2+0,65° 70,1+0,09"
Yag 1,740,01*  2,5+0,01°  3,1£0,01°  3,3+0,02°
Toplam karbonhidrat 9,7+0,61*  10,1+0,59* 10,5+0,55* 10,0+0,28%
Kiil 4,440,012 7,8£0,01°  8,9+0,01° 10,0+0,01°

PK: Protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, ¢, d: Aymi satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel a¢idan onemli
diizeyde farklidir (p<0,05)
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Visne protein konsantresinin Alcalase enzimi ile li¢ farkli seviyede hidrolizine ait grafik
Sekil 4.1°de sunulmustur. On denemeler sonucunda ayni siirede (yaklasik 45 dakika)
farkli hidrolizasyon seviyeleri (%5, %10 ve %15) elde etmek icin enzim substrat orani
1,2 mL (3,6 AU), 2,4 mL (7,2 AU) ve 3,6 mL (10,8 AU) Alcalase/100 g protein
konsantresi seklinde belirlenmistir. Ancak %10 hidrolizasyon diizeyi elde etmek icin
gecen siire (ortalama 35 dakika) daha kisa olmustur. Diger 6rneklerin hidrolizasyon
stiresi ise 42 (%15 hidrolizasyon diizeyi) ve 47 (%35 hidrolizasyon diizeyi) dakika olarak
gerceklesmistir. Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarda ortamdaki substratlar, iiriinler
veya diger bilesenler aktivatér ya da inhibitor gibi davranabilirler. Calismamizda

reaksiyon siiresinde gézlenen bu degiskenlik s6z konusu bilesenlere baglanabilir.
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Sekil 4.1. Protein konsantresinin Alcalase enzimi ile ti¢ farkli seviyede hidrolizi

Hidrolizasyon sonucu elde edilen iiriinlerin bazi kimyasal nitelikleri de yine Cizelge
4.1’de gosterilmistir. Protein konsantresi ile hidrolize iiriinlerin kurumadde oranlari
arasinda istatistiksel bir farklilik (p<0,05) olmakla birlikte bu farkliligin uygulama
acisindan fazla bir énemi bulunmamaktadir. Orneklerin protein oranlari hidrolizasyon
derecesinin artisina bagli olarak istatistiksel acidan O6nemli (p<0,05) bir azalma

gostermistir. Hidrolize iirlinlerin protein konsantresine oranla daha diisiik bir protein
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diizeyi gostermesine kiil igerigindeki artisin katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu
sonuglara benzer bir sekilde nohut protein hidrolizatlarinin protein oranlar1 da

hidrolizasyon derecesi arttik¢a azalma gostermistir (Yust ve ark., 2010).

Incelenen &rneklerin yag oranlari hidrolizasyon derecesine paralel bir sekilde degisim
gostermistir. Hidrolizasyon derecesinin artmasiyla 6rneklerin yag oranlar1 da 6nemli
Olclide artis gostermistir (p<0,05). Bu artisin, protein yapist igerisinde tutulmasi
nedeniyle ekstrakte edilemeyen lipitlerin proteinlerin hidrolizi sonucunda serbest
kalmasindan ileri geldigi ongoriilmektedir. Benzer sekilde piring kepeginin Alcalase
enzimi ile muamelesi sonucunda ekstrakte edilen yag oranmin arttigi saptanmistir

(Hanmoungjai ve ark., 2002).

Omneklerin toplam karbonhidrat oranlar1 %9,7-10,5 arasinda degisim gdstermis ve
hidrolize firiinler ile protein konsantresinin toplam karbonhidrat icerikleri arasinda
istatistiksel bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Hidrolizasyon derecesinin
artmasiyla orantili bir sekilde kiil icerikleri de Onemli diizeyde artis gostermistir
(p<0,05). Hidrolizasyon derecesine bagli olarak gergeklesen kiil igcerigindeki bu artis,
hidrolizasyon sirasinda pH degerini sabit tutmak icin artan miktarlarda kullanilan
sodyum hidroksitten (NaOH) kaynaklanmaktadir. Nohut proteinlerinin Alcalase enzimi

ile hidrolize edilmesi sonucunda da benzer bulgular elde edilmistir (Yust ve ark., 2010).

4.2. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarimin Renk Degerleri

Protein konsantresi ve hidrolizatlarina ait renk degerleri (L*, a*, b*) Cizelge 4.2°de
verilmistir. Hidrolizasyon derecesinin %5’den %15’¢ artmasina paralel olarak
orneklerin L* degerleri de dnemli bir azalig gdstermistir (p<0,05). Kirmizi-yesil rengi
ifade eden a* degeri bakimindan PK, hidrolize iirlinlerden daha yiiksek bir degere sahip
olmustur (p<0,05). Hidrolize iiriinlerin a* degerlerinin 2,9-3,2 araliginda degisim
gosterdigi ve %10 hidrolizasyon diizeyine sahip Ornegin hem %5 ve hem de %15
hidrolizasyon diizeyine sahip Ornege benzerlik gosterdigi bulunmustur (p>0,05).
Incelenen 6rneklerin b* degerleri 19,3-21,9 arasinda degisim gosterirken en yiiksek

degere 21,9 ile PK 6rnegi sahip olmustur.
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Toplam renk degisimini ifade eden AE* degeri hidrolize iirlinlerde protein
konsantresine gore 6nemli diizeyde artis gostermistir (p<0,05). Hidrolizasyon derecesi
arttik¢a toplam renk degisim degeri de dnemli dlgiide artmistir (p<0,05). Hidrolizasyon
derecesine bagli olarak AE* degerinde gerceklesen artis, hidrolizasyon sonucu serbest
amino gruplar sayisindaki artig, enzim inaktivasyonu i¢in 95°C’de 10 dakika siireyle
uygulanan 1s1l islem ve sonrasinda 50°C’de uygulanan kurutma islemleri neticesinde

gerceklesmesi olas1 Maillard tipi kahverengilesme reaksiyonlarina baglanabilir.

Visne ¢ekirdegi ici protein konsantresinin renk degerlerini Gedik (2011), L*: 55,43, a*:
5,67, b*: 23,71 seklinde belirlemistir. Visne ¢ekirdegi i¢i protein hidrolizatlarina iliskin
ise herhangi bir veriye rastlanmamistir. Wasswa ve ark. (2007) tarafindan ot sazam
derisi Alcalase enzimi ile hidrolize edildiginde, ¢alismamizda elde edilen verilere
benzer bir sekilde hidrolizasyon derecesinin artmasina paralel olarak L* degerleri

azalmis ve a* degeri ise artmustir.

Cizelge 4.2. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin renk degerleri. Degerler dort
tekerriirin ortalamasi olup standart sapmasi ile birlikte verilmistir. L*:
Agiklik (100) koyuluk (0), a*: Kirmiz1 (+) yesil (-), b*: Sar1 (+) mavi (-),
AE*: Toplam renk degisimi

Ornekler L* a* b* AE*
PK 63,5+1,40®  3,7+0,20° 21,9+0,14*  0,0+0,0°
%5 63,9+0,28°  2,940,05" 20,0+£0,20°  2,13+0,14°
%10 62,6+£0,33%  3,1+0,05 19,3£0,16°  2,80+0,24°
%15 59,740,35°  3,240,16° 20,2+0,28°  4,13+0,33°

PK: Protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, c: Ayn siitunda degisik harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan 6nemli
diizeyde farklidir (p<0,05)
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4.3. Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozellikleri

4.3.1. Protein Coziiniirliigii

Protein ¢Oziiniirliigli, denatiirasyonun ve interaksiyonlarin bir gdstergesi olarak
kullanilabilir. Ayrica protein ¢ozlinlirligli fonksiyonellik icin de belirleyici bir
faktordiir. Ornegin {istiin emiilsiyon ozellikleri igin yiiksek ¢oziiniirliik gerekli
olmaktadir. Bir proteinin ¢oziliniirliigli, ortam pH’s1, iyonik gili¢, ortam sicakligi ve
protein konsantrasyonu ile ortamdaki organik ¢oziicii gibi faktorlerin varligina baghdir.
Proteinin ¢oziiniirliigii ile ilgili bilgiler, dogal kaynaklardan proteinlerin ekstrakte edilip
saflagtirllmas1 asamalarinda biiyilk Onem tagimaktadir. Bu 06zelligin bilinmesi,
proteinlerin gida endiistrisinde kullanim olanaklarin1 da yonlendirmektedir (Cheftel ve

ark., 1985).

Protein konsantresi ve hidrolize tirtinlerinin pH 1,0-12,0 araligindaki protein ¢oztniirlik
profilleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Protein konsantresi ve 1sil islem
uygulanmis protein konsantresinin minimum ve maksimum c¢oziiniirliikleri benzer bir
sekilde 4,0 ve 12,0 pH degerlerinde gerceklesmistir. Protein konsantresinin Alcalase ile
hidrolizasyona maruz birakilmasi genel olarak protein ¢oziiniirliiglinii arttirmistir. %5
diizeyinde hidrolize edilen 6rnek biitiin pH degerlerinde PK ve PK-+is1 orneklerine
oranla daha yliksek bir ¢oziiniirlik gostermistir (p<0,05). %10 ve 15 diizeyinde
hidrolize edilen 6rnekler biitiin pH degerlerinde (12,0 hari¢) PK 6rnegine oranla daha
fazla ¢oziintlirliige sahip olmuslardir (p<0,05). Ayrica %10 hidroliz derecesinde %15
hidroliz derecesine goére bazi pH degerlerinde daha yiiksek ¢Oziiniirlik gozlenmistir.
Her iki durum da “enzimatik hidroliz sonucunda iyonlagabilir gruplarin sayisinin
artmasi su ile olan etkilesimi arttirdigindan ¢oziiniirligii de arttirir” ifadesine uygun
degildir. Ancak enzim aktivitesini yok etmek ic¢in hidrolizata uygulanan 1s1l islem
¢oziiniirliik kayiplarina yol agabilmektedir. Bu ¢oziiniirliik kaybi, yliksek sicakliklarda
peptit-peptit veya peptit-protein hidrofobik etkilesiminin tesvik edilmesi neticesinde

¢ozlinemeyen fraksiyonlarin olusmasindan kaynaklanabilir (Severin ve Xia, 2006).
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Cizelge 4.3. Protein konsantresi ve hidrolizatlarin 1,0-12,0 pH araligindaki protein
¢oziiniirligl. Degerler ii¢ tekerriiriin ortalamasi olup standart sapmasi ile
birlikte verilmistir

H Protein Coziiniirliigii (%)
P PK PK+is1 %05 %010 %015
1 21,1+0,22**  21,0+0,37**  70,2+0,08"*  70,4+0,20"*  77,0+0,09°
2 24,4+0,30°®  22,5+0,30*®  74,5+0,73"®  67,8+0,59°® 73,2+1,64°°PF
3 22,9+0,22°¢  23,7+0,52®  60,6+0,16°°  54,6+0,20°C  70,2+2,95%
4 18,8+0,45%°°  18,6+0,74*°  38,1+0,57°°  76,2+0,00°® 74,6+0,67"°FF
5 21,240,23**  30,9+1,11°°  43,9+0,16°  84,3+1,60°¢  65,6+0,34°"
6 30,5+0,08°  35,0+0,67°F  38,1+0,08°®° 82,1+0,50°F  71,6+0,84°EC
7 42,9+0,23*  40,3+0,30"  71,1+0,63°  85,8+0,29%¢  75,6+0,00°"
8  51,740,30®°  52,3+0,82*°°  79,1+0,32°°  98,1+0,58°"  72,3+0,77%E¢P
9 57,9+0,00°" 59,740,917  76,3+0,40"  80,5+0,58%"  73,9:+0,34%°PE
10  64,9+0,53*  63,1+0,61"  78,2+0,41°"  89,4+0,49%  84,0+0,34°C
11 73,1+0,08%  72,0+0,38™  79,3+0,16°°  87,5+0,20°€  80,3+0,59°"
12 86,9+0,30*  77,9+0,61°  90,8+0,24%  58,6+0,30°-  81,6+0,42°

PK: Protein konsantresi

PK+1s1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, ¢, d, e: Ayn1 satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan 6nemli
diizeyde farkhidir (p<0,05)

A, B, C, D, E F, G, H I, J, Ki Ayn1 siitunda farkli harflerle gosterilen degerler
istatistiksel agidan 6nemli diizeyde farklidir (p<0,05)

Calismamizda elde edilen sonuglara benzer olarak, Drago ve Gonzalez (2001) bugday
gluten konsantresi, Guan ve ark. (2007) yulaf kepegi konsantresi, Yust ve ark. (2010)
nohut protein izolati, Jamdar ve ark. (2010) yer fistig1 protein izolat1 ve Zhao ve ark.
(2011) tarafindan yer fistig1 protein izolati enzimatik olarak hidrolize edildiginde

¢oziinlirliigiin hidroliz derecesine bagli olarak artig gosterdigini belirlemisglerdir.
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Sekil 4.2. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin farkli pH degerlerindeki ¢oziiniirliikleri

4.3.2. Su Tutma Kapasitesi

Su tutma yoluyla protein, su alarak siser ve bdylece karakteristik olan yapi, viskozite
gibi gidanin bazi 6nemli reolojik 6zellikleri ortaya cikar. Su tutma kapasitesi ¢orba,
hamur ve firincilik tirtinleri gibi viskozitesi yiiksek gida maddeleri i¢in kritik dneme
sahip fonksiyonel bir 6zelliktir. Bu iiriinlerde proteinlerin ¢dziinmeden suyu tutmalari
ve bu sirada viskoziteyi arttirip kivam ve yapi kazandirmalari gerekmektedir (Seena ve
Sridhar, 2005). Bu nedenle gidalarda proteinlerin su tutmasi pratikte biiylik 6nem
tasimaktadir. Protein molekiiliiniin su tutma yetenegi boyutun, seklin, hidrofilik ve
hidrofobik etkilesimlerin bir fonksiyonudur. Su tutma yetenegi lipit ve karbonhidrat
iceriginden ve yilizeydeki aminoasit kalintilarimin 06zelliklerinden etkilenmektedir

(Saldamli ve Temiz, 1998).

Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin su tutma kapasiteleri 2,03-2,84 g/g olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4). Hidrolizasyon derecesi arttikga Orneklerin su tutma
kapasiteleri azalmistir. %35 hidrolizasyon derecesine sahip ornek, %10 ve %]I15

diizeyinde hidrolize edilen Orneklere oranla daha yiiksek su tutma kapasitesi
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gostermistir (p<0,05). %15 diizeyinde hidrolize edilen 6rnek en diisiik su tutma
kapasitesine sahip olup diger oOrneklerden Oonemli Olgliide farklilik gostermektedir
(p<0,05). Ayn1 sartlar altinda yapilan denemede Na-kazeinatin tamami suda ¢6ziindiigii

icin herhangi bir sonug elde edilememistir.

Cizelge 4.4. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin su ve yag tutma kapasiteleri.
Degerler ii¢ tekerriiriin ortalamasi olup standart sapmasi ile birlikte

verilmistir

” Su tutma kapasitesi Yag tutma kapasitesi

ORNEKLER (g su/g ornek) (g yag/g ornek)
Na-Kazeinat Belirlenememistir 1,93+0,04%
PK 2,84+0,007° 1,76+0,03"
PK-+ist 2,77+0,004° 1,72+0,05"™
%5 2,50+0,026° 1,71i0,04bc
%10 2,18i0,025d 1,64+0,02°
%15 2,03+0,021° 1,7240,00™

PK: Protein konsantresi

PK+1s1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, ¢, d, e: Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan onemli
diizeyde farklidir (p<0,05)

Enzimatik hidroliz sonucunda polar aminoasitlerin su ile temasa ge¢mesi ve
iyonlagabilir gruplarin aciga ¢ikmasi su tutma kapasitesinin artmasina yol agmaktadir
(Vioque ve ark., 2000). Ancak hidrolizasyon derecesinin artmasina paralel olarak suda
¢cOziinlir hale gelen peptitler, analiz sirasinda uygulanan santrifiij islemi ile ortamdan
uzaklagsacagindan bunlarin su tutma kapasitesine katkisi olamayacaktir. Ayrica su ile
uzaklasan bu peptitler 6rnek kaybi nedeniyle su tutma kapasitesinin azalmasina da yol

agabilirler (Guan ve ark., 2007).

Calismamizda tretilen protein konsantresinin su tutma kapasitesi 2,84 g/g ile Gedik
(2011) tarafindan bildirilen 2,42 g/g su tutma kapasitesinden daha yiiksek bulunmustur.
Yapilan kaynak taramasi sonucunda, hidrolizasyon derecesinin artmasiyla érneklerin su

tutma kapasitesinin hem artis ve hem de azalig gosterdiklerine dair verilere
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rastlanmistir. Calismamizda elde edilen sonuglarin tersine, Vioque ve ark. (2000) ile
Wasswa ve ark. (2007) hidrolizasyon derecesinin artmasiyla su tutma kapasitesinin
arttigin1  bildirmislerdir. Drago ve Gonzalez (2001) ise c¢alismamizda eclde edilen
sonuclara benzer bir sekilde hidrolizasyon derecesinin artmasiyla drneklerin su tutma

kapasitelerinin azaldigin1 tespit etmislerdir.

4.3.3. Yag Tutma Kapasitesi

Protein ve lipitler arasindaki etkilesim bir¢ok gidanin duyusal kalitesini belirlemektedir.
Bu etkilesimler pH, iyonik gii¢, sicaklik ve sistemdeki diger degiskenler tarafindan
yonlendirilebilmektedir. Coziiniirliliigii distik ve yiliksek hidrofobik o6zellikteki
proteinlerin biiylik miktarlarda yag baglayabildikleri goriilmektedir. Kiigiik partikiil
boyutlu ve diisiikk yogunluklu protein izolati/konsantresi yiiksek yogunluklu protein
izolati/konsantresinden daha fazla yag tutabilir. Protein konsantrelerinde bulunabilecek
karbonhidratlarin yag tutmada onemli bir etkisinin bulunmadigi bildirilmistir (Cheftel

ve ark., 1985).

Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin yag tutma kapasiteleri 1,64-1,76 g/g olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4). Hidrolizasyon derecesi ile drneklerin yag tutma kapasiteleri
arasinda diizenli bir etkilesim bulunmamaktadir. Isil islem uygulamasmin protein
konsantresinin yag tutma kapasitesine Onemli bir etkisi gorilmemistir (p>0,05).
Hidrolize ornekler arasinda yag tutma kapasitesi bakimindan istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik belirlenememistir (p>0,05). Standart olarak analize dahil edilen
Na-kazeinatin yag tutma kapasitesi diger biitiin 6rneklerden daha yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Yiiksek yag tutma kapasitesi, protein molekiiliiniin yiizeyinde fazla miktarda
hidrofobik gruplarin varligim1 gostermektedir (Subagio, 2006; Kaur ve Singh, 2007).
Elde edilen sonuglara gore, protein konsantresi ve hidrolizatlarinda bulunan protein
molekiillerinin ylizeyinde, kazein molekiillerinin ylizeyindekine oranla daha az miktarda

hidrofobik gruplarin bulundugu sdylenebilir.

Proteinlerin hidrolizi yag tutma kapasitesini hem olumlu hem de olumsuz yonde

etkileyebilmektedir. Enzimatik hidrolizi sonucunda apolar gruplarin agiga ¢ikmasi yag
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tutma kapasitesinin artmasina yol agmaktadir (Vioque ve ark., 2000). Diger taraftan yag
tutma kapasitesi tizerinde yagin fiziksel olarak hapsedilmesinin etkili oldugu, hidroliz

sonucunda ise yagin hapsedilmesini saglayacak ylizeylerin azaldigi belirtilmektedir

(Guan ve ark., 2007).

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi lizerinde c¢alisan Gedik (2011) orneklerin yag
tutma kapasitesini 1,73 g/g seklinde belirlemis olup bu deger tarafimizdan belirlenen
1,76 g/g verisine benzerlik gostermektedir. Calismamizda elde edilen verilerin aksine,
Vioque ve ark. (2000) kolza tohumu protein izolatin1 Alcalase enzimi ile hidrolize
ettiklerinde, hidrolizatlarin yag tutma kapasitelerinin protein izolatina gore arttigini
belirlemislerdir. Hidrolizasyon diizeyi arttikca yag tutma kapasitesinin diizenli bir
sekilde azaldigi Wasswa ve ark. (2007) tarafindan tespit edilmistir. Yulaf kepegi
konsantresini tripsin enzimi ile hidrolize eden Guan ve ark. (2007) ¢alismamiza benzer
bir sekilde hidrolizatlarin protein konsantresine gore daha diisiik yag tutma kapasitesi
gosterdiklerini belirlemislerdir. Ancak hidrolizasyon derecesi arttikca yag tutma
kapasitesi diizenli bir sekilde azalis gostermistir. Nohut protein izolatinin Alcalase
enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu elde edilen iiriinlerin yag tutma kapasitesi belirli
bir hidrolizasyon derecesine kadar artig gosterirken en yiiksek hidrolizasyon diizeyinde

ise azalis gostermistir (Yust ve ark., 2010).

4.3.4. Kopiik Kapasitesi ve Stabilitesi

Kopiik, ince bir s1v1 tabakasi (lamella faz1) ile ayrilmis hava hiicrelerinden olusan 2 fazl
bir sistem olarak tanimlanir. Bu sistem stabil olmadigindan, stabilizasyonu artirmak
amaciyla hava/su ara ylizeyindeki gerilimi azaltacak ylizey aktif molekiillere ihtiyag
duyulur. Cirpma veya hava enjekte etme siiresince kopiik olusumu i¢in en Snemli
ithtiyag, olusturulan yeni ara yiizeyin serbest enerjisinin bir yiizey aktif madde yardimi
ile hizla azaltilmasidir (Makri ve ark., 2005). Kopiik olusumu ve &zellikleri, proteinin
tipi, hazirlama metodu, kompozisyonu, ¢6ziiniirliigii ve konsantrasyonundan, ortam
pH’sindan, tuzlarin varliindan ve hidrofobik interaksiyonlardan etkilenmektedir.
Degisik uygulamalar sonucu ortaya ¢ikan etkilesimler ve molekiiler degisimler kopiik

davranigin1 belirlemektedir. Molekiiler esneklik, yiizey hidrofobisitesi, net yiik, yiik
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dagilimi ve hidrodinamik 6zellikler kopiik olusumunu ve stabilitesini etkilemektedir

(Massoura ve ark., 1998).

Esnek protein molekiilleri iyi bir kdpiirme yetenegine sahiptirler. Yiizey denatiirasyonu
oldukca zor olan globiiler proteinler ise diisikk koplirme yetenegi gostermektedirler.
Yiiksek koptik stabilitesi siirekli fazda ¢6ziinebilen proteinlerin yiizey aktif 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Konsantrasyondaki artis viskozite artisina yol agan protein-protein
etkilesiminin artmasina neden olur. Bu da ara yiizeyde yapiskan ¢oklu tabaka protein
filminin olusumunu kolaylastirir. Bu tabaka, kopiiklerin sonmesi ve birlesmesine karsi

direng gosterir (Kaur ve Singh, 2007).

Protein konsantresi ve hidrolizatlarimin pH 7,0’deki kopiik kapasiteleri %17,5-25,0
araliginda degisim gosterirken (Cizelge 4.5) Na-kazeinatin kopiik kapasitesi %46,3
seklinde belirlenmistir. Standart olarak kullanilan Na-kazeinat diger 6rneklerden daha
yiiksek kopiik kapasitesi gostermistir (p<0,05). Isil islem uygulanan protein konsantresi,
11l islem uygulanmayan protein konsantresine oranla daha yiiksek bir kopiik kapasitesi
gostermistir (p<<0,05). Bu durum, 1s1l islem sonucu ortaya ¢ikan kismi denatiirasyonun,
proteinlerin hava kabarciklar1 yiizeyinde ince bir film olusturabilme yetenegini
arttirmasina baglanabilir. Farkli diizeylerde hidrolize edilen Orneklerin kopiik
kapasiteleri hidrolizasyon derecesine bagli olarak azalma godstermis olmakla birlikte
hidrolizasyon derecesinin kopiik kapasitesi lizerinde istatistiksel acidan 6nemli bir etkisi

tespit edilememistir (p>0,05).

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresinin kopiik kapasitesini %35,0 olarak belirleyen
Gedik (2011), ¢alismamizda tespit edilen %21,3 degerinden daha yiiksek bir sonug elde

etmistir.

Calisgmamizda elde edilen sonuglarin aksine hidrolizasyon ile koplik kapasitesinin
arttigin1 tespit eden c¢alismalar da bulunmaktadir. Kolza tohumu protein izolatin
Alcalase enzimi ile farkli diizeylerde hidrolize eden Vioque ve ark. (2000)
hidrolizasyon sonucunda daha yiiksek bir kopiik kapasitesi saglamislardir. Yulaf kepegi

konsantresi tripsin enzimi ile hidrolize edildiginde, hidrolizasyon derecesi ile orantili bir
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sekilde kopiik kapasitesi artis gostermistir (Guan ve ark., 2007). Nohut protein
izolatinin Alcalase ile hidrolizi yine koptik kapasitesinin artmasina yol agmistir (Yust ve
ark., 2010).

Cizelge 4.5. Na-kazeinat, protein konsantresi ve hidrolizatlarin kopiik kapasiteleri.
Degerler ii¢ tekerriiriin ortalamasi olup standart sapmasi ile birlikte

verilmistir
ORNEKLER Kopiik Kapasitesi (%)
Na-Kazeinat 46,348,832
PK 21,3+1,77¢
PK+1s1 36,3+1,77°
%5 25,0+0,00°
%10 23,8+1,77°
%15 17,5+0,00°

PK: Protein konsantresi

PK+is1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, c: Aym siitunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan onemli
diizeyde farklidir (p<0,05)

Drago ve Gonzalez (2001), bugday gluten konsantresini hidrolize ettiklerinde daha
diisiik bir kopiik kapasitesi elde etmislerdir. Yer fistigi protein izolatinin Alcalase
enzimi ile hidrolizi kopiik kapasitesinin azalmasina yol agmistir (Jamdar ve ark., 2010).
Bu iki arastirmada elde edilen sonuclar ¢alismamizda bulunan degerlere siirli da olsa

benzerlik gostermektedir.

Protein konsantresi ve hidrolizatlarindan olusturulan kopiik stabilitelerinde zamanla (0-
120 dakika) gdzlenen degisim Cizelge 4.6 ve Sekil 4.3‘de verilmistir. Ilk 30 dakika
siiresince protein konsantresi, Na-kazeinat kadar dayanikli kopiik olusturmustur
(p<0,05). Alcalase ile hidrolizasyon sonucunda elde edilen 6rnekler 120 dakika boyunca
daha diisiik stabilite gostermislerdir. %10 ve %15 hidrolizasyon derecesine sahip
orneklerin kopiik stabilitesi 90. ve 120. dakikalarda sifir diizeyine inmistir.

Hidrolizatlarin koptiik kapasiteleri gibi kopiik stabiliteleri de yetersiz kalmistir.
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Cizelge 4.6. Na-kazeinat, protein konsantresi ve hidrolizatlarin kopiik stabiliteleri.
Degerler li¢ tekerriiriin ortalamasi olup standart sapmasi ile birlikte

verilmistir

. KOPUK STABILITESI (%)
ORNEKLER

10. dk 30. dk 60. dk 90. dk 120. dk
Na-Kazeinat 84,741,217 73,743,23° 60,6+4,85° 458+2,56% 41,4+2,02°
PK 85,4+45,00% 85,44500° 75,3+3,57° 65,242,14> 59,6+5,71°
PK+1s1 55,3+3,70° 50,0+43,72° 23,743,72° 15,8+0,00° 7,9+3,72"
%5 69,7+4,28%° 30,7+8,04° 17,4+1,07° 12,9+536°  0,0+0,00
%10 43,249,64° 14,14579° 9,6+0,64° 0,0+0,009  0,0+0,00°
%15 41,7+11,78° 29,9+10,8° 11,8+0,98%  0,0+0,00¢  0,0+0,00°

PK: Protein konsantresi

PK+is1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, ¢, d, e: Ayni1 siitunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan 6nemli
diizeyde farkhidir (p<0,05)
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Vigne cekirdegi ic¢i protein konsantresinin 30. dakikadaki kopiik stabilitesi %71,80
olarak belirlenmistir (Gedik, 2011). Bu deger calismamizda ayni siirede protein
konsantresi i¢in elde edilen %85,4 degerinden daha diisiiktiir.

Drago ve Gonzalez (2001), Guan ve ark. (2007) ve Jamdar ve ark. (2010)
calismamizdaki gibi hidrolizasyon sonucunda kopiik stabilitesinde azalma tespit

etmislerdir.

4.3.5. Emiilsiyon Aktivite indeksi ve Emiilsiyon Stabilite indeksi

Yiizey hidrofobisitesi ve protein konsantrasyonu proteinlerin emiilsiyon 6zelliklerini
belirleyen temel karakteristiklerdir. Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI); proteinin
emiilsiyon olusumu siiresince su/yag ara yiizeyine hizli bir sekilde adsorblanabilme
yetenegini yansitir. Emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) ise proteinin belirli bir siire stabil
bir emiilsiyon saglayabilme yeteneginin 6l¢iistidiir (Subagio, 2006). Proteinin kaynagi,
konsantrasyonu, ¢ozlinebilme yetenegi, pH, sicaklik, ekipman ve metot gibi cesitli
faktorler ve kosullar proteinlerin emiilsifiyer niteliklerini etkilerler. Protein
konsantrelerinin emiilsifiyer Ozellikleri genel olarak suda c¢oziiniirliik profilleri ile

benzerlik gostermektedir (Bilgi ve Celik, 2004).

Protein konsantresi, hidrolizatlar ve Na-kazeinata ait emiilsiyon aktivite indeksleri
Cizelge 4.7°de sunulmustur. Cizelgeden de izlenebilecegi gibi EAI degerleri protein
konsantresi ve hidrolizatlar1 i¢in 21,45-29,62 m2/g ve Na-kazeinat icin 176,44 m2/g
olarak tespit edilmistir. Na-kazeinatin emiilsiyon aktivite indeksi protein konsantresi ve
hidrolizatlarindan daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Hidrolizatlar, PK ve PK-+isi
orneklerine oranla daha yiiksek EAI degerleri gostermislerdir. Hidrolizasyon derecesi
arttika EAI degerleri de artis gdstermistir. Ancak istatistiksel olarak sadece %15
diizeyinde hidrolize edilen 6rnek diger iki drnekten 6nemli diizeyde yiiksek EAI

degerine sahip olmustur (p<0,05).

Hidrolizasyon sonucunda EAI degerinin, hidrolizasyon derecesi, protein kaynagi, enzim
spesifikligi gibi faktorlere bagli olarak artis veya azalis gosterebilecegi belirtilmistir.

Hidrolizasyon sonucunda EAI degerlerinin artisina, ¢dziiniirliik (su-yag ara yiizeyine
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taginip film olusturabilmesi i¢in proteinlerin ¢oziinlir olmalar1 6n sarttir) ve
hidrofobisitede goriilen yiikselmenin neden oldugu ileri siirilmistir (Guan ve ark.,
2007). Hidrolizasyon sonucunda EAI degerinin diismesine ise, peptit zincirleri

uzunlugunun azalmasinin neden oldugu belirtilmistir (Jamdar ve ark., 2010).

Cizelge 4.7. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin emiilsiyon aktivite ve emiilsiyon
stabilite indeksleri. Degerler ii¢ tekerriiriin ortalamast olup standart
sapmasi ile birlikte verilmistir

ORNEKLER Emiilsiyon aktivite Emiilsiyon stabilite

indeksi (m?/g) indeksi (dakika)
Na-Kazeinat 176,44+2,63% 1 187,50+17,70%
PK 22,66+0,26" 116,41+6,49°
PK+is1 21,45+0,39" 55,00+1,01°
%5 24,23+0,39" 63,71+3,23"
%10 26,83+0,92° 62,88+1,71°
%15 29,62+1,18¢ 177,22+7,10°

PK: Protein konsantresi

PK+is1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

a, b, ¢, d: Ayn1 siitunda degisik harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan onemli
diizeyde farklidir (p<0,05)

Visne ¢ekirdegi igi protein konsantresi igin Gedik (2011) tarafindan bildirilen 38,91
m?/g degeri calismamizda tespit edilen 22,66 m%/g degerinden daha yiiksektir.

Hidrolizatlar i¢in ¢alismamizda saptanan sonuglara benzer bir durum Guan ve ark.
(2007) tarafindan yulaf kepegi protein hidrolizatlar1 ile elde edilmistir. Yulaf kepegi
konsantresi kendisinden tripsin enzimi ile iiretilen hidrolizatlardan daha diisiik bir EAI
gostermistir. Hidrolizasyon derecesi ile EAI arasinda diizenli bir etkilesim
belirlenememistir (Guan ve ark., 2007). Yer fistig1 protein izolati Alcalase enzimi
kullanilarak hidrolize edildiginde, hidrolize iiriinler daha diisik EAI gdstermislerdir.
Hidrolize orneklerin EAI degerleri hidrolizasyon derecesi ile diizensiz bir degisim

gostermistir (Jamdar ve ark., 2010). Zhao ve ark. (2011) da yer fistig1 protein izolatini
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Alcalase enzimi ile hidrolize ettiklerinde benzer bir sekilde hidrolizatlarin daha diisiik

EAI degeri gosterdigini saptamislardir.

Emiilsiyon stabilite indeksi (10. dakikadaki) sodyum kazeinat i¢in 1 187,50 dakika ve
protein konsantresi ile hidrolizatlar1 i¢in 55,00-177,22 dakika olarak belirlenmistir.
Emiilsiyon aktivite indeksinde oldugu gibi en yiiksek ESI degerini Na-kazeinat
gdstermistir (p<0,05). Protein konsantresine uygulanan 1s1l islem ESI degerini énemli
dlgiide azaltmistir (p<0,05). Alcalase enzimi ile uygulanan hidrolizasyon sonucunda ESI
degeri iki Ornekte azalirken %15 hidrolizasyon diizeyine sahip Ornekte artmistir.
Hidrolizasyon diizeyi %15 olan 6rnek 177,22 dakika ile Na-kazeinattan sonra en yliksek
degeri gostermistir (p<0,05).

Gedik (2011) tarafindan visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi i¢in bulunan 37,49
dakikalik ESI degeri calismamizda tespit edilen 116,41 dakikalik degerden daha
diistiktiir.

Calismamizda saptanan verilerin aksine, yulaf kepegi protein konsantresini tripsin
enzimi ile 3 farkli diizeyde hidrolize eden Guan ve ark. (2007) hidrolizasyon sonucunda
biitiin drneklerin ESI degerlerinde hidrolize edilmemis konsantreye oranla artis tespit
etmiglerdir. Yer fistig1 protein izolatin1 Alcalase enzimi kullanarak hidrolize eden
Jamdar ve ark. (2010), hidrolizasyon derecesinin artisina bagl olarak ESI degerlerinin

de diizenli bir sekilde attigini belirlemislerdir.

4.3.6. Minimum Jel Olusturan Konsantrasyon

Protein jeli, protein zincirlerinin kismi etkilesimi sonucunda suyun hapsedildigi ii¢
boyutlu bir ag yapisidir (Kinsella, 1979). Jel, sivi-kat1 arasinda yer alan bir fazdir.
Proteinlerin jellesme yetenekleri, temel olarak siilfidril ve hidrofobik gruplarin
miktarina baglidir. Ayrica proteinlerin karbonhidratlar ve lipitler ile interaksiyonlar1 da
jellesme yeteneklerini etkilemektedir. Jellerin stabilizasyonundan hidrojen baglar1 ve
iyonik etkilesimler sorumludur (Cheftel ve ark., 1985). Proteinlerin jellesmesine

fiziksel, kimyasal veya enzimatik uygulamalar neden olabilir (Adebowale ve Lawal,
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2003). Proteinlerin jel olusturma yetenekleri salam, sosis gibi et lriinlerinde énem

tasimaktadir (Kinsella, 1979).

Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin pH 7,0’deki minimum jel olusturan
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.8’de sunulmustur. PK ve PK + 1s1 6rnekleri benzer bir
sekilde %10’luk minimum jel olusturan konsantrasyon degeri gdstermislerdir. Protein
konsantresinin hidrolizasyonu sonucunda minimum jel olusturan konsantrasyon degeri

artis gostermis ve her li¢ hidrolizasyon diizeyi i¢in de %11 olarak saptanmaistir.

Cizelge 4.8. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin minimum jel olusturan
konsantrasyonlari. Degerler {i¢ tekerriiriin ortalamasidir.

Konsantras Protein Konsantresi ve Hidrolizatlarinin Jellesme Durumu
yon (%) PK PK+Is1 %5 %10 %15
2 .- .- . .
4 . — I I
6 - . . .
8 . — I I
9 -+ - --- --- --- ---
10 +++ (%) -+ + (%) -+ - -+ - -+ -
11 ++ 4+ +++ +++ (%) -+ + (%) +++ (%)
12 +++ +++ +++ ++ + ++ +

(*): Minimum jel olusturan konsantrasyon

PK: Protein konsantresi

PK+1s1: Enzim ilavesi hari¢ hidroliz sirasinda uygulanan biitiin islemlere maruz
birakilan protein konsantresi

%5, %10, %15: Farkli hidroliz diizeylerine sahip 6rnekler

Hidroliz sonucunda yiiklii gruplarin sayisinin artmasi ve aymi yiike sahip peptitlerin
birbirlerini itmesi jellesme yetenegini olumsuz yonde etkilemektedir. Proteinlerin jel
olusturabilmesi i¢in itme ve c¢ekme kuvvetlerinin kritik bir dengede bulunmalari
gerekmektedir (Severin ve Xia, 2006). Calismamizda hidrolizasyon sonucunda
minimum jel olusturan konsantrasyonun artisi peptitler tizerindeki yiikler nedeniyle

olusan itme kuvvetlerinin daha etkin oldugunu gostermektedir.

Visne ¢ekirdegi i¢i protein konsantresi i¢in minimum jel olusturan konsantrasyon Gedik

(2011) tarafindan %8 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ ¢alismamizda elde edilen %10
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degerinden daha diisiiktiir. Gedik (2011) tarafindan {iretilen protein konsantresinin

bilesiminin bir miktar farkli olmasi bu sonuca yol agmis olabilir.

Severin ve Xia (2006) tarafindan peynir alti suyu protein konsantresinin Alcalase
enzimi ile %0, 5, 10, 15 ve 20 diizeylerinde hidrolizasyonu saglanmig ve drneklerin
minimum jel olusturan konsantrasyonlari sirasiyla %8, 6, 12, 14 ve >20 seklinde tespit
edilmistir. Calismamizda elde edilen verilerin aksine, minimum jel olusturan
konsantrasyon sinirli hidrolizasyon sonucunda azalma gosterirken, hidrolizasyon
derecesinin artisina bagli olarak minimum jel olusturan konsantrasyon da artis

gOstermistir.

4.3.7. Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Visne ¢ekirdegi i¢i proteinlerinden hangilerinin hidrolizasyona ugradigini ve
hidrolizasyon {irtinlerinin molekiil agirliklarinin hangi sinirlar igerisinde degisim
gosterdigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen SDS-PAGE analizi sonucunda elde
edilen elektroforetogram Sekil 4.4’te gosterilmistir. Jel iizerindeki her bir Ornek

haznesine esit miktarda protein olacak sekilde yiikleme yapilmaya ¢alisilmistir.

Protein konsantresine ait bantlar incelendiginde, molekiil agirliklar1 14-66 KDa arasinda
degisen proteinler igerdigi saptanmistir. Calismamizda elde edilen bu sonuca Gedik
(2011) tarafindan da ulasilmistir. Protein konsantresinin farkli  diizeylerde
hidrolizasyona maruz birakilmasit hemen hemen ayni goriiniimde protein bantlarina yol
acmistir. Protein konsantresinde bulunan 20 KDa’un iizerindeki bantlarin tamamina
yakini hidrolizasyona ugramistir. Yaklagik 20 KDa molekiil agirhigina karsilik gelen
yerdeki protein bandi ise biitlin hidroliz seviyelerinde varligini muhafaza ettiginden
belirli 6l¢iide proteolize direng gosterdigi anlagilmaktadir. Her ii¢ hidroliz seviyesinde
6,5 KDa molekiil agirligina karsilik gelen alanda yogunluk artis1 gerceklesmistir.
Elektroforez analizi, visne c¢ekirdegi i¢i proteinlerinin Alcalase enzimi ile ileri

diizeylerde hidrolize edilebilecegini gostermistir.
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KDa MA-St  PK %5 %10 %15

200 —

116 —»
97 —

66 —»
55 —

45 —

36 —

29 —

24 —

20 —

14 —

6,5 —

Sekil 4.4. Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin SDS-PAGE elektroforetogrami.
Miyosin (200 KDa), beta-galaktozidaz (116 KDa), fosforilaz b (97 KDa),
bovin serum albiimini (66 KDa), glutamik dehidrogenaz (55 KDa),
ovalbumin (45 KDa), gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz (36 KDa), karbonik
anhidraz (29 KDa), tripsinojen (24 KDa), tripsin inhibitorii (20 KDa), a-
laktalbumin (14,2 KDa) ve aprotinin (6,5 KDa).

MA-St: Molekiiler agirlik standardi

PK: Protein Konsantresi

%5: %S5 hidrolizasyon derecesine sahip 6rnek
%10: %10 hidrolizasyon derecesine sahip érnek
%15: %15 hidrolizasyon derecesine sahip drnek



5. SONUC

» Visne ¢ekirdegi iglerinden protein konsantresi hazirlanmis ve bu konsantre Alcalase

enzimi ile %5, 10 ve 15 diizeylerinde hidrolize edilmistir.

» Visne c¢ekirdegi iglerinden hazirlanan protein konsantresinin  %93,3+0,28
kurumadde, %1,7+0,01 yag, %79,3+0,43 protein, %9,7+0,61 toplam karbonhidrat ve
%4,4+0,01 oraninda kiil igerdigi tespit edilmistir. Protein konsantresi ile hidrolize
tirtinlerin kurumadde oranlar1 arasinda istatistiksel bir farklilik olmakla birlikte bu
farkliligin uygulama ac¢isindan fazla bir 6nemi bulunmadig: diisiiniilmektedir. Hidrolize
tirtinler, protein konsantresine oranla daha diisiik bir protein diizeyi gostermistir.
Hidrolizatlarin yag oranlart hidrolizasyon derecesine paralel bir sekilde artis
gostermistir. Hidrolize {irtinler ile protein konsantresinin toplam karbonhidrat igerikleri
arasinda onemli bir farklilik tespit edilememistir. Hidrolizasyon derecesinin artmasiyla

orantil bir sekilde hidrolizatlarin kiil igerikleri de 6nemli diizeyde artig gostermistir.

» Toplam renk degisim degeri (AE) hidrolize iiriinlerde protein konsantresine gore
onemli diizeyde artis gostermistir. Bu durumun, hidrolizasyon sonucu serbest amino
gruplar1 sayisindaki artis, enzim inaktivasyonu icin 95°C’de 10 dakika siireyle
uygulanan 1s1l iglem ve sonrasinda 50°C’de uygulanan kurutma islemleri neticesinde
gerceklesmesi olas1 Maillard tipi kahverengilesme reaksiyonlarindan kaynaklandig: ileri

surtlebilir.

» Alcalase enzimi ile protein konsantresinin hidrolizasyonu genel olarak protein

¢Oziinlirliglini arttirmagtir.

» Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin su tutma kapasiteleri 2,03-2,84 g su/g 6rnek
arasinda degisim gostermistir. Hidrolizasyon derecesi arttikca oOrneklerin su tutma

kapasiteleri azalmstir.

» Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin yag tutma kapasiteleri 1,64-1,76 g yag/g
ornek arasinda degisim gosterdigi ve hidrolizasyon derecesi ile orneklerin yag tutma

kapasiteleri arasinda diizenli bir etkilesimin bulunmadig tespit edilmistir.
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» Protein konsantresi ve hidrolizatlarinin pH 7,0’deki koptik kapasiteleri %17,5-25,0
araliginda degisim gostermistir. Hidrolizasyon derecesinin kopiik kapasitesi tizerinde

onemli bir etkisi tespit edilememistir.

» Alcalase enzimi ile hidrolizasyon sonucunda elde edilen triinler 120 dakika

boyunca protein konsantresine oranla daha diisiikk kopiik stabilite gostermislerdir.

» Na-kazeinatin emiilsiyon aktivite indeksi protein konsantresi ve hidrolizatlarindan
daha yiiksek bulunmustur. Hidrolizatlar, protein konsantresine ve 1s1l islem uygulanmis

protein konsantresine oranla daha yiiksek emiilsiyon aktivite indeksi gostermislerdir.

» Emiilsiyon aktivite indeksine benzer sekilde en yiiksek emiilsiyon stabilite
indeksini Na-kazeinat gostermistir. Alcalase enzimi ile hidrolizasyon, emiilsiyon

arttirmistir.

» Protein konsantresinin  minimum jel olusturan konsantrasyon degeri (%10),

hidrolizasyon sonucunda %]11’e yiikselmistir.

» Protein konsantresinin farkli diizeylerde hidrolizasyona maruz birakilmasi yaklasik
ayni goriiniimde protein bantlarina yol agmistir. Protein konsantresinde bulunan 20

KDa’un iizerindeki bantlarin tamamina yakini hidrolizasyona ugratilmistir.

» Sonuglarin genel bir degerlendirmesi yapildiginda, visne c¢ekirdegi iginden
hazirlanan protein konsantresinin Alcalase enzimi ile hidrolize edilebildigi ve
hidrolizasyon sonucunda elde edilen {riinlerin  ¢ozlniirliiklerinin  1iyilestigi
belirlenmistir. Ancak hidrolizatlarin emiilsiyon, kopiik ve jel olusturma, su ve yag tutma
ozelliklerinde onemli bir gelismenin saglanamadigi anlagilmaktadir. Farkli kurutma
teknikleri, farkli proteolitik enzimler, hidrolizasyon sonrasi c¢oziiniirliiligi diisiik
driinlerin santrifiij, filtrasyon gibi uygun bir teknikle uzaklastirilmasi gibi islemlerin
incelenecegi calismalar ile daha iistiin fonksiyonel niteliklere sahip hidrolizatlar elde
edilebilir.
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